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GLOSARIO DE TÉRMINOS NO CASTELLANOS
A lo largo del texto se ha tratado de evitar anglicismos en la medidia de lo posible..
Sólo en los casos que se presentan en la siguiente lista se ha preferido mantener la
nomenclatura anglosajona:
“Quellung”. Visibilizar las células de neumococo en una de las técnicas de
diagnóstico.
“Primer extension”. Técnica que detecta los puntos exactos de iniciación de la
transcripción, utilizando un oligonucleótido como cebador de la reacción.
“Random primer”. Técnica de marcaje radiactivo de sondas de hibridación
mediante la presencia de la mezcla de hexanucleátidos de secuencias aleatorias.
“Protein-priming”. Término para describir el mecanismo de iniciación de la
replicación que utiliza una proteína como donadora del grupo 3’-OH necesario.
“Sliding-back”. Traslocación del complejo TP-dAMP tras la reacción de iniciación
de la replicación. Podría traducirse como retroceso o deslizamiento hacia atrás.
“Jumping-back”. Término para describir un salto hacía atrás tras la reacción de
Iniciación de la replicacion.
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1. GENERALIDADES DE NEUMOCOCO
1.1. Importancia de neumococo desde el punto de vista clínico
Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram-positiva, de 0,5-1,25
iim de diámetro, de forma oval con la extremidad distal lanceolada, inmóvil, y que no forma
endosporas. Esta bacteria se presenta en forma diploidea, de ahí el nombre de Diplococcus
pneumoniae con el que se le denominó al ser descubierto. Neumococo se aisló por primera
vez en 1881 por Sternberg, en EE.UU., y Pasteur, en Francia, a partir de muestras de saliva
humana (revisado por Austrian, 1981).
Un año después de su aislamiento se identificó este microorganismo como el agente
causante de la neumonía, en un trabajo en el que se describe, por primera vez, la tinción de
Gram. Neumococo es un patógeno humano responsable no sólo de la neumonía, sino de
enfermedades como meningitis y bacteriemias, y con altas tasas de mortalidad y morbilidad.
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la neumonia es actualmente la cuarta
causa de mortalidad en el mundo y neumococo, en concreto, es el agente causal de entre el
10 y el 25% de los casos (Sahn, 1990). Además de infecciones invasivas graves, puede
producir otitis media y sinusitis. Coloniza las vías altas del sistema respiratorio y, más
concretamente, la nasofaringe desde los primeros días de vida. Se considera, por tanto, que
cualquier individuo ha estado colonizado por neumococo en alguna etapa de su vida. La
frecuencia de portadores puede cambiar de unas zonas geográficas a otras dependiendo de
muchos factores (edad, ambiente, estación del año, etc.) y se ha estimado que más del 60%
de la población puede ser portadora (Austrian, 1986).
A comienzos de este siglo Neufeld descubrió la acción lítica de las sales biliares
(desoxicolato sódico, DOC) sobre neumococo (Neufeld, 1900, 1902), y la denominada
reacción de hinchamiento capsular (“quellung”) en presencia de anticuerpos específicos, que
se han convenido en dos de las pruebas de diagnóstico habitualmente utilizadas en clínica
para la identificación de neumococo. Sin embargo, cada vez es más frecuente en los análisis
clínicos de identificación el uso de sondas de DNA especificas de neumococo (Fenolí y
cols., 1990).
En 1912, Morgenroth y Kaufmann describieron en neumococo el primer caso de
resistencia iii vivo frente a una droga antibacteriana, la optoquina (un derivado de la
2
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quinina). Hoy en día la resistencia de esta bacteria a agentes antimicrobianos se ha
incrementado notablemente, lo que le ha situado, nuevamente, a neumococo entre las
bacterias emergentes por su importancia clínica.
1.2. Importancia de neumococo en el desarrollo de la biología
El estudio de la cápsula y de la pared celular de neumococo ha sido de gran utilidad
para el desarrollo de la inmunología, ya que ha permitido el análisis de las defensas celular y
humoral contra la infección bacteriana, además ha propiciado la caracterización de
polisacáridos como la primera sustancia no proteica que mostraba antigenicidad (la cápsula
y el ácido teicoico de la pared celular de neumococo). Asimismo ha sido neumococo la
primera bacteria en la que se ha estudiado la naturaleza enzimática de la lisis bacteriana
(Dubos, 1937) y donde se ha donado el gen que codifica una autolisina bacteriana (García y
cols., 1985a,1986a> Sin embargo, de todas las aportaciones a la biología y a la medicina
derivadas del estudio de neumococo, la de mayor transcendencia ffie la que permitió la
elucidación del fenómeno de transformación genética (Grifflth, 1928), que culminó con el
descubrimiento del DNA como responsable de la información genética. Este descubrimiento
ha sido la piedra angular para el nacimiento y desarrollo de la biología molecular (Avery y
cols., 1944).
2. BACTERIOFAGOS DE NEUMOCOCO
Como ya se ha señalado, la transformación genética de los tipos capsulares de
neumococo supuso un hito histórico en biologia. No obstante, el posterior desarrollo de la
biología molecular en este importante patógeno humano se ha visto limitado por diversos
problemas técnicos, tales como la exigencia de medios de cultivo complejos para su
multiplicación en el laboratorio. Este hecho podría explicar, en gran medida, tanto las
dificultades para aislar y caracterizar un número adecuado de mutantes que facilitaran los
estudios genéticos, como la carencia de condiciones experimentales idoneas para detectar
placas fágicas.
Por otra parte, los virus bacterianos, también llamados bacteriófagos o
abreviadamente fagos, desde que frieron descubiertos por Twort (1915) y d’Hérelle (1917),
3
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han contribuido en gran medida al espectacular desarrollo experimentado por la biología
molecular, en los últimos años. Los primeros fagos de S. pneunzoniae se aislaron en 1975 a
partir de frotis de garganta obtenidos de individuos sanos, por dos grupos de investigación
que trabajaban independientemente, el fago Dp-1 por McDonnell y cols. (1975) y el fago m
por Tiraby y cols. (1975). Desde un principio, estos fagos proporcionaron una importante
herramienta de trabajo para confirmar y ampliar los estudios de transformación genética la
cual, hasta entonces, representaba el único medio de analizar, en este sistema, la
transferencia del DNA y la recombinación. No obstante, en los últimos veinte años se han
aislado fagos de neumococo en vados paises (Bernheimer y cols., 1979; Ronda y cols.,
1981; López y cols., 1977, 1981, 1982; Diaz y cois., 1992a) y se ha puesto de manifiesto la
gran variabilidad que existe entre los mismos, ya que se han identificado fagos líticos y
atemperados con morfologías muy diversas, y se han analizado una serie de interesantes
peculiaridades que les han convertido en modelos muy adecuados de estudios a nivel
molecular en el sistema de neumococo.
2.1. Familias de bacteriófagos que infectan a neumococo
Los primeros fagos líticos aislados, como hemos dicho anteriormente se
denominaron Dp-1 y m, en 1975. y los primeros fagos atemperados, aislados a partir de
estirpes clínicas y capsuladas de neumococo por H. Bernheimer (1977, 1979), se designaron
como HB-1, HB-2, RB-3, HB-623, I-IB-746, entre otros. Esta investigadora sugirió además
una interrelación entre lisogenia y patogenicidad (Bernheimer, 1979).
Los fagos de neumococo analizados pertenecen a cuatro familias y hasta el momento
se han identificado varios fagos líticos (Dp-1, o, Cp-l) y atemperados (HIB-3 y EJ-1) con
características serologicas distintas y morfologías tan diversas como las que se observan en
la Figura 1. Dp- 1 y HIB-3 pertenecen a la familia S¡phoroviridae, con cola larga no
contráctil, Cp-1 a la Podoviridae, con cola corta y EJ-1 a la Myoviridae. El bacteriófago
EJ-1, no se incluía en las clasificaciones de las colecciones de virus tipo (ICTV) porque no
se ha conseguido propagar in vitro, a no ser que se induzca la cepa lisogénica con
mitomicina C, pero recientemente Ackermann y cols. (1995) le han clasificado dentro del
grupo Al de la familiaMyoviri¿k~e.
4
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La especificidad de huésped de algunos de estos fagos no es absoluta ya que, en el
caso de Cp- 1, se ha demostrado que también se multiplica en £ oralis, una especie que,
como neumococo, habita en el tracto respiratorio superior (Ronda y cols., 1989).
En la Tabla 1 se muestran una serie de características fisicoquímicas de los DNAs y
de algunas de las proteínas de los fagos de neumococo. Entre las propiedades más
destacadas de estos bacteriófagos, cabe señalar que Dp- 1 es el primer fago de bacterias
Gram-positivas en el que se describió la presencia de lípidos en sus estructuras periféricas
(López y cols., 1977) y que codifica una enzima lítica que participa en la liberación de la
descendencia fágica (Ronda y cols., 1977). Se han observado sólo pequeñas diferencias
morfológicas entre los fagos Dp- 1 y cn y los fagos atemperados HBs. Las cuatro familias de
fagos, Dps, HEs, Cps y EJ-1 poseen DNAS lineales. Una característica peculiar que
comparten sólo los miembros de la familia Cps y HBs es la presencia de una proteína unida
covalentemente a los extremos 5’ de sus DNAs, con la particularidad de que los fagos HBs,
al ser atemperados, deben perder esa proteína durante su ciclo lisogénico para integrarse en
el cromosoma del huésped (García y cois., 1983c; Romero y cols., 1990c).
2.2. El bacteriófago Cp-1 de & pneumoniae
En el año 1981 se aislaron a partir de frotis de garganta tomadas de niños sanos en
Alcalá de Henares (Madrid) una serie de fagos que infectaban a neumococo, denominados
Cps. Todos ellos presentaban una morfología similar, aunque con algunas diferencias de
tamaño. Cp-l, el representante más estudiado de esta familia de fagos, tiene una cabeza
irregular hexagonal de aproximadamente 60 x 45 nm y una cola corta de casi 20 nm de
longitud y 15 nm de grosor. La cabeza, con proyecciones, muestra una base aplastada y
apéndices en el cuello (Ronda y cols,, 1981). Esta morfología es muy similar a la que
presenta el bacteriófago ~29, que infecta a Bacillus subti lis, otra bacteria Gram-positiva.
Los fagos Cps contienen un DNA lineal de doble cadena con una proteína unida
covalentemente a través de un residuo de treonina a sus extremos 5’ (García y cols.,
1986b). Esta proteína recibe el nombre de proteína terminal (TP) (García y cols., 1983c).
En la clasificación de Ackermann y cols. (1995), Cp-1 está incluido en el grupo C2.
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INTRODUCCIÓN
2.2.1. Propiedades biológicas
Las placas producidas por Cp-l son más claras y grandes que las descritas para el
resto de fagos de neumococo. También difiere del resto de estos fagos en su mayor
estabilidad de conservación en diferentes condiciones experimentales. Esto, junto con su
pequeño tamaño hacen de él una buena herramienta de trabajo para estudios genéticos. El
bacteriófago Cp- 1 se adsorbe muy lentamente a las células de neumococo (Ronda y cois.,
1981) y su DNA se replica por un mecanismo denominado “protein-priming”, en el que se
usa la TP como donadora del grupo -OH para iniciar la replicación ((Inicia y cols., 1986b).
La temperatura óptima de replicación es 30C, observándose in vivo una inhibición casi
completa a 370C, mientras que iii vitro esta inhibición es sólo parcial. En presencia de
afidicolina, inhibidor de las DNA polimerasas u de células cucariotas, se inhibe la
replicación de Cp- 1, es decir, se bloquca la replicación continuada del DNA de Cp-1 sin
afectar la formación del complejo de iniciación. Por otra parte, no se observa un bloqueo de
la replicación de Cp- 1 en presencia de HPUra , sustancia que si impide la replicación del
DNA de la célula huésped (García y cois., 1986c).
La presencia de la TP es imprescindible para demostrar la actividad transfectante del
DNA del fago Cp- 1, que a su vez, se estimula por iones de calcio. Asimismo, se demostró
que la desaparición de la TP unida covalentemente al DNA no afecta a las primeras etapas
de incorporación del DNA (adsorción y entrada) (Ronda y cols., 1983), lo que sugiere que,
al igual que en el caso de ~29, la IP de Cp- 1 interviene en la replicación del DNA lineal de
este virus.
2.2.2. Propiedades del DNA y de las proteínas del virión
Como ya se ha indicado, el ácido nucleico de Cp- 1 es un DNA lineal de doble
cadena con una longitud media de 6,3 .tm, y un coeficiente de sedimentación de 195, que se
corresponde con un tamaño de alrededor dc 12 x 106 Da. La temperatura de fusión (T,,,) del
DNA de Cp-1 es 870C, que indica un contenido en G + C de 42%. La densidad de la doble
banda del DNA en gradientes neutros de cloruro de cesio es 1,699 g/cm3 (similar a la del
DNA del huésped). Esta densidad se correlaciona con un contenido en G + C de 40% que
se corresponde con el dato obtenido de la temperatura de fusión del DNA. Por otra parte, la
8
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densidad del DNA de este fago en gradientes de sulfato de cesio es 1,422 g/cm3 indicando
que no existen bases modificadas.
El DNA de Cp-l no es digerido por un gran número de enzimas de restricción
(Ronda y cols., 1981). Asimismo, la determinación de la secuencia de nucleátidos (nt) de
los extremos de su genoma mostró una repetición terminal invertida (ITR) de 236 pb y los
116 nt siguientes presentan una similitud del 93% entre ambos extremos (Escarmis y cols.,
1984). Estas ITRs están presentes también en otros fagos Cps: Cp-5 presenta una ITR de
343 pb y Cp-7 de 347 pb (Escarmis y cols., 1985). La similitud global entre las ITRs de
estos tres fagos varia entre un 84% y un 92%, lo que se aproxima a la similitud total de los
genomas de los fagos previamente determinada a través de análisis de restricción (López y
cols., 1984). Los 39 primeros nt son idénticos en los tres fagos de neumococo,
concentrándose las principales diferencias entre los ¡it 74 y 9S. La conclusión que se saca de
estos análisis es que los fagos Cp-1 y Cp-5 estaban más relacionados entre si que con el
fago Cp-7. Otros DNAs con IP covalentemente unida a sus extremos 5’ también presentan
ITRs de longitud variable, como veremos en el apartado 3.
La densidad del virión es 1,46 g/cm3 y los análisis de los viriones en geles de
poliacrilaniida-SDS revelan la presencia de nueve proteínas estructurales, de las cuales una
representa aproximadamente el 90% de las proteínas totales, con un M~ de 37.000. (Ronda
ycols., 1981).
3. REPLICACIÓN DEL DNA
La replicación es el proceso a través del cual una molécula de DNA se obtienen dos
copias idénticas a la original. Cada una de las cadenas sirve de molde para la nueva
molécula a sintetizar y el sentido de crecimiento de la nueva cadena es siempre 5’ —>3’. Este
proceso se realiza con la participación de unas enzimas llamadas DNA polimerasas. Todas
las DNA polimerasas conocidas necesitan un grupo 3’-OH libre para poder elongar la
cadena, lo cual plantea el problema de cómo se inicia la replicación.
Generalmente, los grupos 3’-OH necesarios para iniciar la replicación son
proporcionados por cadenas cortas de RNA sintetizadas por una proteína llamada “primasa”
(Kornberg, 1980). Estas pequeñas moléculas de RNA son eliminadas tras la replicación y
los huecos resultantes en la cadena de síntesis discontinua son rellenados por DNA
9
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polimerasas, utilizando como iniciador el extremo 3 ‘-OH del ftagmento anterior de DNA.
El uso de estos pequeños RNAs como cebadores de la iniciación de la replicación puede ser
utilizado en el caso de moléculas circulares de DNA, o lineales que se convierten en
circulares o en concatémeros en el momento de la replicación. Una alternativa a este
mecanismo para la iniciación de la replicación, es el corte específico de una de las cadenas
de la doble banda de DNA circular, liberándose un grupo 3’-OH que se usa para la
elongación de la cadena naciente (Kornberg, 1980).
Para la replicación de los extremos de los genomas lineales, que permanecen como
tales durante todo su ciclo replicativo, no es posible utilizar el mecanismo de iniciación con
RNA, porque tras la eliminación de las moléculas iniciadoras, la DNA polimerasa no podría
rellenar los huecos resultantes (Salas, 1988). Algunas moléculas de DNA lineal contienen
una secuencia palindrómica en sus extremos 3’, lo cual les permite la formación de una
estructura en horquilla que les provee del 3 ‘-OH para la elongación (Kornberg, 1980, 1982;
Kornberg y Baker, 1992). Por otra parte, en los genomas lineales de muchos organismos
eucariotas, las telomerasas se encargan de replicar los extremos, empleando como molde
una molécula de RNA acoplada al enzima (revisado por Blackburn, 1992).
La caracterización de proteínas específicas unidas covalentemente a los extremos 5’
de los DNA lineales de algunos virus y plásmidos (IP), permitió la demostración de la
existencia de un nuevo mecanismo para la iniciación de la replicación, que se conoce con el
nombre de “protein-priming” o iniciación con proteína, ya citado anteriormente (revisado
por Salas, 1991).
3.1. Mecanismo de iniciación con proteína o “proteín-priming”
Este mecanismo fue propuesto por Rekosh y cols. (1977) para solucionar el
problema en la iniciación de la replicación del DNA de adenovirus. En este mecanismo, el
grupo 3’-OH libre necesario para iniciar la replicación no lo aportan moléculas de DNA ni
de RNA, sino el grupo -OH de un residuo de serna, tirosina o treonina de la TP. La
replicación de estos DNA lineales con TP ocurre por un mecanismo simétrico: la replicación
comienza en los dos extremos del DNA y, por tanto, las dos cadenas se sintetizan de modo
continuo. Este mecanismo ha sido estudiado en detalle en el caso de adenovirus, del
bacteriófago 429 de B. subrilis y de PRD 1, un fago que infeeta a Esoherichia cotí y otras
10
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bacterias Gram-negativas como Salmonella ryphimurium (Salas, 1988, 1991; Stillman,
1983).
En la Figura 2 podemos ver un esquema del mecanismo descrito para el fago ~29, en
el que se distinguen tres etapas:
Etapa de iniciación - Unas proteínas específicas de iniciación interaccionan con el
origen de replicación, produciendo la apertura de la doble hélice y la exposición de una
región de cadena simple. Una molécula libre de TP forma un complejo con la DNA
polimerasa, y este complejo interacciona con los orígenes de replicación mediante el
reconocimiento de la TP parental unida al DNA y secuencias específicas de los extremos del
DNA. A continuación, la DNA polimerasa en presencia del dNTP correspondiente, cataliza
la unión covalente entre el dNMP y el grupo -OH de un residuo específico de serbia,
tirosina o treonina de la TP.
Etapa de elongación. - A continuación, la misma DNA polimerasa replica
procesivamente una cadena del DNA mientras produce el desplazamiento de la otra, que es
protegida por una proteína de unión al DNA de cadena sencilla (SSB). Se pueden distinguir
dos tipos de intermedios replicativos, que corresponden a la estructura de la molécula en
replicación antes y después del encuentro entre las dos horquillas (revisado por Salas,
1991). Como se ha sefialado anteriormente, la replicación es continua, y no son necesarias
otro tipo de proteínas para completar la síntesis del DNA en toda su longitud a excepción,
en el caso de adenovirus, de una actividad topoisomerasa 1.
Etapa de terminación.- La DNA polimerasa se disocia de la molécula recién
sintetizada y se une a otra IP libre para iniciar una nueva ronda de replicación.
3.1.1. Genomas con TP
Se han descrito varios ejemplos de DNAs lineales unidos covalentemente a una IP,
son los casos de adenovirus y •29 (a través de un residuo de serbia de la proteína)
(Hermoso y cols. 1985; Hermoso y Salas, 1985; Smart y Stillman, 1982) y PRD1 que se
une por una tirosina (Banfford y Mindich., 1984). Otros DNAs lineales con TP son los
plásmidos pSLAl y pSLA2 de Streptomyces rochel (Hirochika y cols., 1982, 1984), el
plásmido pSCL de Streptomyces clavuligerus (Keeny cols., 1988), los plásmidos “killer” de
levaduras pGKtI y pGKL2 (Kikuchi y cols., 1984) y los DNAs mitocondriales Si y 52 de
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maíz (Kemble y Thompson, 1982; Paillard y cols., 1985), entre otros. Además, también se
han caracterizado TPs unidas a extremos 5’ de RNA de virus animales (Daubert y Bruening,
1984). Recientemente se ha comprobado que cromosomas bacterianos como los de
Borre/la o Streptomyces también son lineales y poseen TP unida cavalentemeate a sus
extremos (Hinnebusch y Tilly, 1993; Lin y cols., 1993). A pesar de que el mecanismo de
“protein-priming” se postula como un mecanismo universal de replicación para los DNAs
con TP, en 1994 se demostró que la replicación del DNA del plásmido pSLA2 tiene lugar a
partir de un origen de replicación interno y el mecanismo que utiliza la TP como donadora
del grupo 3’-OH queda reducido a la replicación de los extremos, y no a la totalidad del
genoma (Chang y Cohen, 1994). Este mismo procedimiento se postula para la replicación
de los cromosomas lineales con TP de bacterias del género Streptomyces.
Los DNAs con IP que inician la replicación utilizando como cebador el grupo -OH
de un residuo de una proteína, presentan ITRs de diferente longitud, en el caso de $29 de 6
pb (Escarmís y Salas, 1981) y en el caso de PRD1 y otros fagos relacionados con él de 109
y 110 pb. La presencia de la secuencia CCCCT(A)CCC en las ITRs de los fagos Cps y
PRD 1, pero sólo en el lado izquierdo del genoma de $29, extremo por donde se empaqueta
en primer lugar la partícula fágica, ha llevado a sugerir un papel fundamental de dicha
secuencia en el proceso de empaquetamiento (Salas, 1988). Los diferentes tipos de
adenovirus muestran unas ITRs de alrededor de 100 pb (Tolun y cols., 1979). En el caso de
•29, de adenovirus, y de PRD 1, se ha demostrado que las uRs contienen el origen de
replicación, permitiendo que la síntesis del DNA empiece en los dos extremos de la
molécula.
3.1.2. “Sliding-back”: un nuevo mecanismo para la transición entre la iniciación y la
elongación en los genomas con proteína terminal
La formación del complejo TP-dNb4P en el paso de iniciación de la replicación es
dirigida por complemnentaridad de bases con un nucicótido del DNA molde. Teniendo en
cuenta que el mecanismo de la iniciación con proteína es un recurso evolutivo de estos
genomas lineales para solucionar el problema de la replicación de los extremos del DNA,
inicialmente se pensó que la iniciación de la replicación era dirigida por el primer nucleótido
del extremo 3’. Después de un estudio mediante análisis mutacional de los tres primeros
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nucleótidos del extremo 3’ del DNA del fago $29 se demostró que el nucleótido en segunda
posición desde el extremo 3’ es el que dirige la reacción de iniciación. Posteriormente
mediante un análisis de replicación truncada se demostró que, a pesar de que la iniciación no
ocurre en el extremo del DNA, la replicación es completa, es decir, la infonnación presente
en el nucicótido terminal se recupera. Además, las moléculas de DNA han de tener una
reiteración de al menos dos nucleótidos en el extremo para ser replicados de forma
eficiente. De esta manera, el mecanismo de transición entre la iniciación y la elongación
permite la recuperación del nucleátido del extrema. Dicho mecanismo, descrito y
caracterizado por primera vez en *29, se ha denominado “sliding-back” (Méndez y cols.,
1992).
Este mecanismo se basa en que la DNApolimerasa cataliza la adición de dAlb4P a la
IP, dirigida por la segunda timina del molde. A continuación, el complejo TP-dAMP realiza
una translocación hacia atrás (“sliding-back”) de manera que el nucleátido incorporado a la
TP se coloca frente a la primera timina. Entonces, la DNA polimerasa vuelve a utilizar el
segundo nucleátido como molde para extender el complejo IP-dAiMP, dando lugar a IP-
(dAMP)2. A partir de este momento, la elongación ocurre normalmente.
Las secuencias terminales de otros DNAs que utilizan proteínas como iniciadores de
la replicación (bacteriófagos, virus de cucariotas y plásmidos lineales) presentan algún tipo
de reiteración de secuencia en el extremo. La existencia de estas repeticiones terminales
sugirió que este mecanismo podría darse también en otros sistemas que utilizan la proteína
como donadora del grupo -OH para iniciar la replicación. Esta hipótesis se demostró
posteriormente en el fago PRD1 (Caldentey y cols., 1993) y en los adenovirus (King y Van
der Vliet., 1994). La replicación de PRD 1 se inicia frente al cuarto nucleótido del DNA
molde, lo que sugiere que el extremo se regenera mediante un mecanismo de “sliding-back”
(Caldentey y cols., 1993). En el caso de adenovirus, el inicio de la replicación también es
frente al cuarto nucleátido del molde, pero en este sistema se produce una pequeña
variación respecto a los anteriores. Tras la iniciación en la cuarta posición, la DNA
polimerasa catalizaría la formación de la molécula TP-CAT, que daría un “salto hacia atrás”
para aparear con el primer trinueleátido del molde 3’-GTA, antes de que comience la
elongación normal (King y Van der Vliet, 1994). Esta variación respecto del “sliding-back”
se ha denominado “jumping-back”.
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4. MECANISMOS DE LISIS: LIBERACIÓN DE LA PROGENIE FÁGICA
La liberación de la progenie fagica de las células infectadas es la etapa final del
proceso de infección. Todos los bacteriófagos, excepto los filamientosos, requieren la lisis
del huésped para su liberación. A pesar de que en los libros de texto se mantiene como
concepto clásico que la lisis producida por los fagos es el resultado inevitable de la
acumulación de la enzima lítica f’agica durante la síntesis de proteínas tardías resulta
sorprendente, sin embargo, que haya muchos fagos, como $X174 y M52 que no codifican
ninguna enzima lítica y que, por otra parte, en otros fagos como lambda, T4 y posiblemente
T7, la acumulación de la actividad lítica es independiente del momento en que se produce la
lisis. Estas ideas contrapuestas pueden ser debidas a que los estudios sobre la lisis fágica han
progresado lentamente y no se han podido elucidar con detalle las distintas etapas que
tienen lugar durante la lisis. Esto se debe a que el análisis de los genes líticos es una tarea
1~»
complicada debido fundamentalmente a que estos genes están diseñados para matar a la
o
bacteria, en un momento determinado, y en condiciones fisiológicas se expresan a niveles
¼
moderados, además de participar en la continua remodelación de la pared bacteriana; por
tanto, su donación en plásmidos multicopia requiere una estricta regulación, lo que conlíeva
ciertas dificultades. Además, las demás proteínas implicadas en la lisis, aparte de las enzimas
líticas, son dificiles de purificar, debido en parte a su pequeño tamaño, su ubicación en la
membrana y a su carencia de actividad enzimática, lo cual dificulta su manipulación.
Además de todo esto, no se pueden hiperexpresar ya que son letales para las células. Otro
de los aspectos críticos del análisis del fenómeno lítico es el estudio de su regulación, ya que
no es suficiente identificar los genes implicados en la lisis, sino que se debe intentar explicar
cómo ocurre la lisis en el momento preciso. La lisis puede ser ineficaz tanto si no se
produce, con lo que no hay liberación de la descendencia fágica, como si se produce
demasiado pronto antes de que se formen los viriones infectivos. En cuanto a la regulación
del momento correcto en que se produce la lisis hay que destacar que existe un control a
nivel de traducción y otro a nivel de la función de la proteína.
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4.1. Papel de las holinas y de las enzimas líticas en el proceso de lisis
4.1.1. Holinas
Se han descrito al menos dos mecanismos diferentes a través de los cuales los fagos
provocan la lisis de la célula huésped (Young, 1992). Algunos fagos pequeños han
desarrollado un mecanismo de lisis mediante un único gen autolítico, cuyo producto no
posee actividad lítica. En el caso del fago $X174 que infecta a E. cotí se ha demostrado la
existencia de un gen responsable de la lisis celular y de la liberación de la descendencia
fágica que parece actuar como activador del sistema autolítico de la célula huésped (Blási y
cols., 1984). Muchos otros fagos, sin embargo, codifican una actividad lítica de pared,
producto de un gen tardío, que se sintetiza como una proteína soluble en el citoplasma. Esta
enzima alcanza su sustrato en el periplasma mediante la acción de una segunda proteína
codificada por el fago, la holina, nombre derivado del término inglés “hole “. Estas proteínas
han recibido el nombre de holinas porque su función es la de hacer “agujeros” en la
membrana citoplasmática (Young, 1992), y para poder diferenciarlas de la familia de otras
proteínas de membrana llamadas pomas. Además, las lesiones producidas por las holinas en
la membrana no son especificas, es decir, que permiten el paso de cualquier enzima lítica
sintetizada en el citoplasma. Este sistema dual de lisis ha sido caracterizado detalladamente
en el bacteriófago lambda y otros fagos relacionados.
El operón que controla la lisis del fago lambda comprende tres genes tardíos: 5, que
codifica la holina, R, que codifica una transglicosilasa específica del peptidoglicano de E.
cotí y 14, que codifica una proteína de función desconocida, que no es esencial para la lisis
excepto en condiciones de altas concentraciones de cationes divalentes. 1L~ es una proteína
de membrana cuya secuencia N-terminal es muy similar a las típicas señales secretoras. El
producto del gen S se oligomeriza en la membrana interna para formar “agujeros”
inespecíficos que permiten el paso de la transglicosilasa al periplasma (Zagotta y Wilson,
1990). La flincionalidad de esta proteína se ha demostrado incluso en Saccharomyces
cerev¡siae donde se ha comprobado que forma oligómeros similares a los observados en la
membrana de E. cotí. En este sentido, la proteína S no requiere una diana en la membrana
del huésped para el anclaje del oligómero, por lo que se puede considerar como una
cítolisina interna capaz de actuar en células eucariotas como un factor letal (Garren y cols.,
16
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1990). La expresión de S, incluso en ausencia de otros genes líticos, es letal para la célula
huésped puesto que produce un aumento de permeabilidad en la membrana plasmática,
colapsa el potencial de membrana, inhibe la respiración y el transporte activo es defectivo
(Garrett y Young, 1982; Young, 1992). La ausencia de la proteína 5 hace que la
transglicosilasa se acumule intracelularmente, la lisis celular no tiene lugar y la respiración y
metabolismo continúan una vez pasado el tiempo normal en el que se produciría la lisis. Por
el contrario, en presencia de 5 y ausencia de la transglicosilasa no se produce lisis pero la
célula está fisiológicamente muerta. El momento en que se produce la lisis depende
totalmente de la función de la proteína 5. No obstante, el gen 5 codifica dos proteínas, una
que empieza a traducirse a partir de la metionina 1 (S107) y otra a partir de la metionina en
posición 3 (SiOS), y ambos codones de iniciación ATO, están precedidos por un sitio de
unión al ribosoma. Esta característica se ha llamado motivo de inicio doble de traducción.
El gen 5 se transcribe constitutivamente a partir de los 30 mm después de la
infección; por lo tanto no hay evidencias de regulación a nivel de la transcripción durante el
ciclo vegetativo. Se ha demostrado en varios sistemas, lambda y fagos lambdoides (Blási y
cols., 1989; Bonovich y Young, 1991) y P22 (Nani y cols., 1989) entre otros, que los dos
codones de metionina son utilizados iii vivo, y que las dos proteínas de diferente tamaño
que se forman tienen funciones opuestas. La de mayor tamaflo (SY107 en lambda) actúa
como regulador negativo de la otra (5105 en lambda), que es la que propiamente ejerce la
función letal para el huésped (Blásí y cols., 1989). La única diferencia entre las dos especies
es la presencia de, al menos, una carga positiva entre los dos residuos de metionina. La
relación in vivo entre las dos proteínas se mantiene en la proporción 2:1 en favor de SiOS
(Blási y cols., 1989). Por lo tanto, puesto que ambas especies tienen funciones opuestas, y
la relación de las dos formas se mantiene constante a lo largo del ciclo vegetativo, la
regulación temporal de la formación del “agujero” no parece ser ni a través de un diferente
nivel de síntesis de mRNA a partir de cada uno de los codones durante el ciclo vegetativo,
ni a nivel traduccional. Por consiguiente, debe tratarse de una regulación a nivel
postraduccional.
El mecanismo de inicio doble de traducción también se ha demostrado en fagos de
bacterias Gram-positivas, como en $29. En este caso, también la molécula más larga actúa
como inhibidor de la verdadera holina que tiene dos aminoácidos menos (Steiner y cols.,
1993; Tedin y cols., 1995).
17
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Se ha propuesto un modelo de regulación basado en cambios conforniacionales de
las proteínas provocados por la destrucción del potencial de membrana. Primero, las dos
formas se insertarían y se acumularían en la membrana a través de sus dominios
hidrofóbicos transmembrana formando mezclas oligoméricas. Ambas proteínas se
ensamblarían en la membrana aleatoriamente sin formar un “agujero” definido, en un
proceso independiente de las funciones celulares sec (funciones de transporte) (Rietsch y
Blási, 1993). En un segundo paso la disipación del potencial de membrana permitiría el
cambio conformacional necesario para que se produzca el ensamblaje conecto para formar
el “agujero~~ funcional (Blási y cols., 1990). La destrucción del potencial de membrana se
puede producir por un incremento en la salida de protones producido por la acumulación de
5105 y S107 (Steiner y Blasí, 1993). Como se ha citado anteriormente, los productos del
gen 5 tienen funciones opuestas, pero además, S107, tiene una capacidad doble. 5107
funciona como un inhibidor mientras la célula infectada mantenga el potencial de membrana,
y contribuye activamente a la formación del poro cuando se colapsa éste (Blási y cois.,
1990; Steiner y BlAsi, 1993).
Las enzimas líticas de los fagos que se han caracterizado hasta hoy, están
sintetizadas sin una secuencia señal que les permita llegar al peptidoglicano, y se van
acumulando en el citoplasma durante el ciclo vegetativo. La única excepción conocida hasta
el momento es la del profago defectivo PBSX que presenta péptido señal aunque,
aparentemente, se exporta por un mecanismo dependiente de bolina sin que se hidrolice
dicho péptido (Longchamp y cols., 1994). Por tanto, las holinas, como se ha explicado
anteriormente, son las encargadas de permitir la liberación de las enzimas líticas acumuladas
en el citoplasma a la pared celular al final del ciclo vegetativo. A continuación el
peptidoglicano se degrada y se produce la lisis celular.
Las holinas, a pesar de que a nivel de estructura primaria no presentan entre sí
ninguna similitud, comparten una serie de características comunes. Son proteínas de bajo
peso molecular con varios dominios transmembrana unidos por giro ¡3, un C-terminal muy
cargado e hidrofilico y un N-terminal también hidrofilico. En la mayoría de los casos
conocidos, los genes que codifican las holinas preceden a los que especifican las enzimas
líticas (Young, 1992; Young y Blási, 1995). Teniendo en cuenta esta serie de
características, se ha podido elaborar una lista de genes que codifican holinas o posibles
bolinas (aquellas que todavía no se ha demostrado que funcionen como tales pero que
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presentan las características estructurales comunes a todas ellas), en una gran variedad de
fagos tanto de bacterias Gram-negativas como de Gram-positivas (Tabla 2). En la mayoría
de los casos se cuenta además con alguna evidencia adicional, genética o fisiológica sobre la
implicación del gen de la bolina en la lisis del huésped. Young y Blási (1995) consideraron
que todas estas proteínas son de hecho bolinas funcionales y distinguieron tres tipos de
bolinas en fagos de bacterias Gram-negativas: tipo 1 ( 5 de )~, gp 13 de P22, Y de P2, LydA
de Pl), que tienen 87 residuos como minimo, y contienen tres o más dominios que pueden
ser considerados como dominios transmembrana; tipo II (5 de 21, 5 de PA-2, 5 de $80,
gpI7.5 de T7, Lys de T3, 0RF78 de Hpl), que tienen como máximo 78 aminoácidos y sólo
presentan dos presuntos dominios transmembrana, y un tercer tipo formado por la proteína t
de T4 (Young y Blási, 1995), que no comparte ninguna de las características descritas de la
secuencia con cualquier otra holina aunque sí se ha demostrado que funciona como tal. Un
fago T4 mutante para el gen t, produce la acumulación de la enzima lítica en el citoplasma
sin producir la lisis celular (Josslin, 1970, 1971). La proteína t es mucho más larga que las
otras bolinas y sólo parece que presenta un dominio transmembrana. Por otra parte,
recientemente se ha aislado y caracterizado en el cromosoma de B. Iíchen«or¡’n¡s un gen que
codifica una proteína funcional y estructuralmente similar a una bolina y cuya secuencia
presenta cierto grado de homología con la presunta bolina propuesta para el profago PBSX
(Kyogoku y Sekiguchi, 1996).
La topología de estas bolinas en la membrana se puede predecir con más seguridad
en las de tipo II. Los extremos N- y C-terminales cargados estarían dispuestos en el
citoplasma y los dos dominios transmembrana embebidos en la bicapa lipídica como hélices
antiparalelas. El dominio de unión entre los dos dominios hélice a, que forma una estructura
de giro ¡3, está cargado positivamente o tiene carga neta neutra (Von Heijne, 1992). La
topología de las holinas de tipo 1 está menos establecida, especialmente la localización del
extremo N- terminal; el extremo C-terminal se encuentra en el citosol.
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Tabla 2. Holinas de fagos de bacterias Gram-negativas y positivas
Bacteriófago Mr Función Mx(x>M Tipo Refrrencia
Gram-neiativas
E. cotí
x
21
PA-2
$80
pl
P2
HK97h
T3
T7
T40
E. ccli y S. tiphymurium
PRD 1
£ tiphymurium
P22
Pseudomonasphaseohcola
$6
Haemophylus influenza
Hpl
8.500
7.800
7.800
8.200
11.700
9.900
7.400
7.400
25.000
Sí
Sí
Si
No
Sí
No
Sí
Sí
Si
9.800 No
11.700 Si
6.000 Sí
8.700 No
Sí
Si
Si
Sí
No
No
Sí
Si
No
No
1 Altnian y cols., 1983
II BonovicbyYoung, 1991
II BonovichyYoung, 1991
II Young y BlAsi, 1995
Schmidt y cols., 1996
1 Ziennann y cois., 1994
— Young y BIhi, 1995
-- Young y Blási, 1995
II Míyazaki y col., 1978
II Vamada y cols., 1986
- Josslin, 1970, 1971
No 1 Young y BlAsí, 1995
Si 1 Rennelí y Poteete, 1985
? Mindich y Lehman, 1979
No II Young y BlAsi, 1995
Gram-oosit;vas
8. subflhs
$29
PZA
$105
PBSXd
S. pneumoniae
Ej- 1
Cp- 1
Hb-3
Lactococcus lactis
•LC3
$U53
Tuc2009
Staphy¡ococcus aureus
$11
$vML3
bIL67
Lactobacillus delbrueckii
mxl
Lactobacillus gasser¡
$adh
14.800 Sí
14.800
14.000
10.000
9.700
9.400
15.400
12.100
9.700
7.700
9.700
16.300
8.000
10.800
No
No
No
No
Sí
No
No
Sí
No
No
No
No
No
13.600 No
12.900 Si
Sí 1 Steinerycols., 1993
Tedinycols., 1995
Si 1 Paces y cols., 1986
Sí 1 Lcung y Errington, 1995
No 1 Longchamp y cols., 1994
No
Díaz y cols., 1996No
No
No
No 1 Birkeland, 1994
No II Platteuw y De Vos, 1992
No 1 Arendt y cols., 1994
No 1 Young y Blási, 1995
Sí II Shearman y cols., 1994
No 1 Schouler y cols., 1994
No 1 Dupont y cols., 1993
No 1 Henrichy cols., 1995
20
u—.—.
.1
INTRODUCCIÓN
Tabla 2. (continuación)
Bacteriófhgo M, Función Mx(x)M Tipo Referencia
Lactobacíllus casel
392-A2 15.200 No Sí 1 Herrero, 1996
Lísteria monocytogenes
A518 10.100 No Sí 1 Loessnerycols., 1995
ASOO 10.300 No Sí 1 Loessner y cols., 1995
profagoscrípticos 10.100 Sí Sí 1 Zinkycols., 1995
Indica la existencia del doble comienzo de la traducción implicado en la regulación de la función de
la bolina.
b Datos no publicados.
o Esta proteína no tiene las características estructurales de las bolinas pero funciona como tal.
d La acción combinada de ambas proteínas puede funcionarcomo unabolina.
4.1.2. Enzimas líticas
Las enzimas líticas de pared hidrolizan uniones especificas de los peptidoglicanos,
polímeros que forman parte de la pared bacteriana, solubilizanda las paredes bacterianas y
produciéndo eventualmente la lisis y la muerte de la bacteria. Existen cuatro clases de
enzimas líticas atendiendo a la especificidad del enlace hidrolizado (revisado por Rogers y
cols., 1980):
i) Glicosidasas, que hidrolizan la cadena glicánica del peptidoglicano. Entre ellas se
encuentran las endo N-acetilglucosaminidasas (glucosaminidasas), que liberan fragmentos
con residuos de N-acetilglucosanúna en el extremo reductor, y las endo N-
acetilmuraniidasas (muramidasas o lisozimas), que liberan fragmentos con N-acetilmurámico
en el extremo reductorahora, incluyendo sus características bioquímicas más relevantes.
u) N- acetilmuramil-L-alanil amidasas, que hidrolizan el enlace amida entre la cadena
glicánica y el péptido.
iii) Endopeptidasas, que rompen la cadena peptídica del peptidoglicano, y de las
cuales se han descrito varios ejemplos según el enlace hidrolizado dentro del péptido.
iv) Transglicosilasas, que liberan grupos no reductores de N-acetilmurámico.
Como se ha dicho anteriormente, con mucha frecuencia la hidrólisis de la pared
bacteriana se lleva a cabo por enzimas líticas codificadas por el propio fago. Se han descrito
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muchas enzimas líticas asociadas a fagos, pero sólo algunas han sido estudiadas en detalle.
En la Tabla 3 se detalla la relación de algunas descritas hasta ahora, incluyendo sus
características más relevantes.
Tabla 3. Enzimas líticas de fagos de bacterias Gram nqativas y positivas
Bacteriáfbgo Función Mr Referencia
Gram negativas
E. cotí
T4
T2
T3
TS
T7
21
PA-2
pl
P2
E. cotí y £ thyphimurium
PRD 1
£ thyphimurium
P22
Pseudomonasphaseolicola
06
Haemophytus influenzae
Hp 1
lisozima
lisozama
amidasa
anúdasa
amidasa
transglicosilasa
lisoznuaá
lisozinia
lisoziinaY
lisozima
lísozima
murein hidrolasa
18.700
18.600
17.000
17.000
17.000
17.500
17.800
17.700
20.300
18.600
Tsugita e Inouye., 1968
Inouye y Tsugita, 1968
DeMartim y cols., 1975
DeMartini y cols., 1975
Inouyeycols., 1973
Bienkowska-Szewczyk y Taylor, 1980
Bonovich y Young, 1991
Bonovich y Young, 1991
Schnudt y cols., 1996
Ziermann y cols., 1994
17.300 Pakula y cols., 1989; Caldenteyy cols., 1994
16.100
24.000
lisozima
Botstein y cols, 1972
Mindich y Lehman, 1979
Young, 1992
Gram nositivas
B. subiltis
SF6
$29
PZA
$105
PBSX
lisozima
lisozima
lisozima
transglicosilasa
amídasa
PBSZ
PBSY
Laaococcus tacas
POO 1
C2
Cío
C2(W)
7
7
lisozima’
lísozima’
7
lisozima
Verma, 1986
Saedi y cols., 1987
Paces y cols., 1986
Leung y Errington, 1995
Longchamp y cols., 1994
34.700
27.000
27.000
13.200
32.000
34.000
33.000
34.000
32.000
33.000
22.300
22.000
7
46.000
Longehanip y cols., 1994
Longchamp y cols., 1994
Ocis, 1992; Sable y Lortal, 1995
Ward y cols., 1993; Sable y Lortal, 1995
Orn y Reiter, 1965; Sable y Lortal, 1995
Mullan y Crawford, 1985; Sable y Lortal, 1995
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Tabla 3. (continuación)
Bacteriótbgo Función Mr Referencia
Lactococcus boris
$vML3 lisozima 20.000 Shearmany cols., 1994; Sable y Lortal, 1995
b1L67 lisozima’ 25.700 Schouler y cols., 1994
$LC3 hsoz¡ma 46.300 Birkeland, 1994
1uc2009 lnsozmit 46.300 Arendt y cols., 1994
$U53 amidas? 29.000 Platteuw y De Vos, 1992
Lactobacillus delbruckeíi
mvl hsonmaa 21.100 Boizetycols., 1990
mv4 l,sozim¿ 32.700 Dupont y cols., 1993
Lactobacillus ladis
LL-H Trautwetter y cols., 1986
Lactobaciltus casel
PL-l lisozima 37.000 Hayashiday cols., 1987; Sable y Lortal, 1995
392-2A amidas? 33.400 Herrero, 1996
Lactobacillus gasserie
$adh lisozima’ 34.700 Henricb y cols., 1995
Listeria monocytogenes
A118 endopepidasa 30.800 Loessnerycols., 1995
A500 endopepidasa 33.400 Loessner y cols., 1995
ASlí amidasa 36.500 Loessnerycols., 1995
•LM4 33.000 Payne y Gasson, 1990
profbgos crípticos 7 33.000 Zink y cols., 1995
£ pneumon¡ae
Dp-l amidasa 31.000 Garciaycols., 1983a
Cp-1 lisozima 39.100 Garcíaycols., 1987
Cp-7 lisozima 38.500 García y cols., 1990
Cp-9 lisozima 39.100 García y cols., 1990
HB-3 amidasa 36.000 Romero y cols., 1990a, b
Ud amidasa 37.500 Díaz y cols., 1992a
a Indica las proteínas que tienen actividad lítica y por su similitud con otras secuencias de actividaddemostrada se deduce el tipo de actividad que presenta.
Por otra parte, se ha comprobado que a veces las enzimas líticas intervienen en las
etapas iniciales de la infección como es el caso del fago $6, un virus RNA con envuelta
lipídica que infecta a Pseudomonas phaseotícola, en el que se ha identificado una enzima
lítica que es una proteína estructural de la partícula fágica que facilita el paso del RNA
fágico a través de las paredes bacterianas y que, posteriormente, junto con otra proteína del
fago, participa en la lisis celular (Mindich y Lehman, 1979). También se han encontrado
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funciones adicionales a la lítica en otras lisinas: las enzimas líticas de los bacteriófagos PZA
y ~29 están implicadas en el empaquetamiento del DNA durante la morfogénesis de la
partícula fágica (Camacho y cols., 1977; Jimenez y cols., 1977) y dada la alta similitud de
secuencia de estas proteínas con la enzima lítica del fago $vML3, Shearman y cols. (1989)
han postulada que esta proteína también presenta esta doble función (lítica y de
empaquetamiento). A este respecto, se ha descrito otra proteína con funciones de
maduración y lisis en el bacteriófago QJ3 (Karnik y Billeter, 1983; Winter y GoId, 1983).
Otro mecanismo de lisis, independiente de las proteínas fágicas, bolina y enzima
lítica, es el que presentan otros bacteriófagos como $X174 y MS2, en los que la liberación
de la progenie fágica al final del ciclo lítico depende, como se ha señalado anteriormente, de
las autolisinas de E. cok. La proteína E, codificada por el fago ~X174, que causa la lisis de
E. coil depende de varias proteínas, todas las cuales se encuentran asociadas a la pared
celular. Otros parámetros como la composición lipídica, la fuerza protón-motriz de la
membrana y la actividad del sistema autolítico influyen en la lisis celular mediada por el
fago. Previamente a la lisis se producen alteraciones enzimáticas y estructurales tales como
la inducción de las actividades fasfolipasa celulares, cambio en los patrones de proteína en
las membrana externa e interna y una limitada degradación del peptidoglicano. Todos estos
efectos son consecuencia directa o indirecta de la integración de la proteína E en la
membrana interna y externa (Witte y Lubitz, 1989). Un importante aspecto de esta proteína
codificada por el fago ~xí 74 es que no posee actividad enzimática propia. A diferencia de
lo que ocurre con las células lisadas por el fago lambda, las que han sido lisadas por $X174
aparecen vacías, pero mantienen su integridad estructural (Witte y Lubitz, 1989). La lisis se
lleva a cabo por la formación de un “túnel” transmembrana realizado por la proteína E, que
se oligomeriza para poder producir la lisis (Witte y cols., 1990). En ausencia de proteína E,
la progenie fágica se acumula en el interior de la célula. Por el contrario, sólo su expresión
es suficiente para producir la lisis de la célula. La proteína E es hidrofóbica y está dividida
en cuatro dominios, cada uno de las cuales termina en un giro ¡3. Aparte de las enzimas
líticas del huésped, hay otros genes en la bacteria que están implicados en la lisis, aunque no
son esenciales como los genes slyD (genes de sensibilidad a la lisis) (Young, 1992; Roof y
Young, 1995). Scbón y cols. (1995) han propuesto un modelo de integración de la proteína
E en la membrana con el resultado final de la formación de un “túnel” mediante la fusión de
la membrana interna y externa.
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La lisis fágica en bacterias Gram-positivas ha sido menos estudiada. Como la
autolisis en muchas bacterias Gram-positivas se induce espontáneamente bajo ciertas
condiciones fisiológicas, se podría esperar que los fagos lisaran a sus huéspedes por
inducción de las autolisinas. Sin embargo, un sistema similar al de lambda se ha detectado
en $29 (Steiner y cols., 1993), en el fago atemperado $LC3 de Lactococcus lactis
(Birkeland, 1994), el fago 4adh de Lactobacillus gasser¡ (Henrich y cols., 1995) y el fago
atemperado EJ- 1 de £ pneumornae (Díaz y cols., 1996). Los genes de la holina y de la
enzima lítica de estos fagos están dispuestos de manera similar a la que presentan los fagos
lambdoides, es decir, el gen de la holina precede inmediatamente al de la enzima lítica.
Además, las principales características que distinguen a las bolinas de los fagos de bacterias
Gram-negativas (estructura secundaria, perfiles hidropáticos, etc) están presentes también
en los que infectan a Gram-positivas. Basados en la localización del gen y en la estructura
de la proteína que codifica, se han propuesto otras posibles holinas en fagos de bacterias
Gram-positivas (Tabla 2). Esto sugiere que el sistema dual de lisis estudiado detalladamente
en fagos de bacterias Gram-negativas puede ser el mecanismo más común de liberación de
la progenie fágica también en bacterias Gram-positivas.
4.2. Enzimas líticas de & pneuinoniae y sus bacteriófagos
La presencia de enzimas autolíticas en bacterias es un hecho prácticamente general
En el caso particular de neumococo, las conocidas “tendencias suicidas” de este
microorganismo, propiciadas por la acción de su principal autolisina al final de la fase
estacionaria de multiplicación, puede interpretarse como una vía para proporcionar, en
ambientes naturales, DNA donador que seria usado en los procesos de transformación
genética que se desarrollan en este sistema, de forma espontánea.
En £ pnewnoniae se han descrito hasta la fecha dos enzimas autoliticas, la anúdasa
LytA, que fue la primera que se descubrió y la mayoritaria en este sistema (Howard y
Gooder, 1974) y una glucosaniiidasa (Sánchez-Puelles y cols., 1986b; García y cols.,
1989). En cuanto a los bacteriófagos de neumococo se han podido caracterizar como
amidasas las enzimas líticas de los fagos Dp-1, EJ-l y HB-3, y como muramidasas las de los
fagos Cp-1, Cp-7 y Cp-9.
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4.2.1. Autolisinas de neumococo
LytA es la enzima lítica mayoritaria presente en neumococo, se ha caracterizado
como una N-acetilmuramil-L-alanil amidasa (Howard y Gooder, 1974), y se ha purificado a
homogeneidad electroforética (Hóltie y Tomasz, 1976). La actividad de esta enzima es
totalmente dependiente de la presencia de residuos de colina en los ácidos teicoicos de la
pared celular (Hóltje y Tomasz, 1975a, b). Tanto la eliminación de los ácidos teicoicos de la
pared como la utilización de paredes celulares en las que la colina ha sido sustituida por su
análogo etanolamina hacen a la enzima incapaz de hidrolizar la pared, desencadenando una
serie de cambios drásticos en la morfología de neumococo. Hay que señalar que neumococo
fue el primer microorganismo en el que se describió la presencia de colina como
componente de los ácidos teicoicos de la pared y que presenta un requerimiento nutricional
absoluto por este aminoalcohol, de tal manera que su eliminación del medio de cultivo
provoca la detención de la multiplicación celular (Rane y Subbarow, 1940; Tomasz, 1967).
Por otra parte, se ha demostrado que LytA hidroliza la pared de £ oralis, una especie
taxonómicamente muy próxima a neumococo (Ronda y cols., 1988), que también posee
colina en la pared (Kilpper- BáIz y cols., 1985), aunque para este microorganismo la colina
no parece ser un nutriente esencial.
El aislamiento del gen lytA facilitó la caracterización de una serie de mutantes entre
los que cabe destacar la estirpe M3 1 que carece completamente de este gen. La estirpe M3 1
permitió el estudio del papel biológico que desempeña la principal autolisina de neumococo
(Sánchez-Puelles y cols., 1986a, b). Este mutante crece a 370C formando pequeñas cadenas,
no se lisa al final de la fase estacionaria de crecimiento, ni en presencia de detergentes y
muestra una respuesta tolerante frente a los antibióticos ¡3-lactámicos. Todas estas
características desaparecen cuando en esta cepa se clona y se expresa en un plásmido
adecuado el gen lytA (Ronda y cols., 1987). La conclusión de estos experimentos fue que la
fUnción fisiológica de LytA era la separación de las células hijas al final de la división
celular, aunque no indicaba que fuera indispensable para adquirir el estado de competencia
para desarrollar transformación genética ni alteraba su multiplicación celular.
Posteriormente, se ha sugerido también que esta enzima representa uno de los principales
factores de virulencia de neumococo (Herr>’ y cols., 1989).
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La expresión del gen lyU en E. coil permitió demostrar que la autolisina se sintetiza
como una forma de baja actividad específica (forma E), equivalente a ¡a que se obtiene en
células de neumococo cultivadas en un medio con etanolamina y que puede ser convertida
en una forma de alta actividad específica (forma C) en presencia de paredes de neumococo
que contengan colina en sus ácidos teicoicos o en presencia de colina. Este proceso recibió
el nombre de conversión.
El aislamiento del mutante M3 1, permitió la detección de una nueva actividad lítica
que fue caracterizada como una glucosamiidasa (Sánchez-Puelles y cols., 1986a, b). La
estirpe M3 1 es, por tanto, una cepa adecuada para la purificación de la nueva actividad
lítica, paso esencial para la asignación de un papel biológico a esta nueva enzima. Dicha
enzima se purificó a homogeneidad electroforética asignándole un peso molecular de 64.000
kDa (García y cols., 1989). Al igual que para la amidasa LytA, la colina de los ácidos
teicoicos de pared es fundamental para la actividad de esta enzima. La glucosamiidasa es
capaz de degradar paredes con colina pero no con etanolamina y su actividad también se
inhibe en presencia de colina y de los ácidos lipoteicoicos (LTA). Su temperatura óptima de
actuación es 300C, produciendo la lisis de la cepa M3 1 al final de la fase estacionaria de
crecimiento cuando se incuba a dicha temperatura (Sánchez-Puelles y cols., 1 986b)
Aunque la glucosaminidasa de 5 pneumoniae no provoque autolisis de los cultivos a
370C, no se puede descartar que a esta temperatura la enzima ejerza una actividad lítica
limitada pero importante para la célula que pudiese explicar su posible contribución al
proceso de separación de las células hijas al final del ciclo de división celular. Se ha sugerido
que las autolisinas presentes en cantidades minoritarias intervienen en el remodelado de la
pared celular durante el crecimiento (Kawamura y Shockman, 1983), así como en la
consecución del estado de competencia para transformación genética (Lacks y Neuberger,
1975). La respuesta definitiva a estos interrogantes pasa por la obtención de mutantes
defectivos en esta segunda autolisina.
4.2.2. Enzimas líticas de los bacteriófagos de S. pneumoniae
La primera enzima lítica fágica capaz de hidrolizar la pared celular de neumococo
que fue aislada y purificada a homogeneidad electroforética fue la codificada por el fago
Dp-l, y recibió el nombre de PAL (Phage-Associated Lysin) (García y cols., 1983a). Esta
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enzima tiene una M, de 31.000 y se ha caracterizado como una N- acetilmuramil-L-alanil
amidasa (García y cols., 1984). Para llevar a cabo su actividad catalítica requiere también la
presencia de residuos de colina en la pared y se inhibe en presencia de LTA. Sin embargo, a
diferencia de LytA, su actividad se estimula por agentes reductores como el Dfl’ o el f3-
mercaptoetanol (García y cols., 1983d), se inhibe parcialmente por cardiolipina y no da
reacción inmunológica cruzada con la forma E de la amidasa LytA, aunque sí con la forma
C (García y cols., 1984). Por último, se ha demostrado que esta enzima interviene en la
liberación de la descendencia fágica en mutantes de neumococo que carecen de amidasa
LytA por lo que ambas enzimas estarían implicadas en dicho proceso (Ronda y cols., 1977;
García y cols., 1983b).
La segunda enzima lítica caracterizada fue la muraniidasa o lisozima del fago Cp- 1.
Fue purificada a homogeneidad electroforética y tiene un Mr de 39.000. Esta enzima no
necesita conversión para alcanzar su maxima actividad, pero si requiere la presencia de
colina en los ácidos teicoicos de la pared. La colina libre y el LTA a altas concentraciones
inhiben de manera no competitiva la actividad de la enzima (García y cols., 1987). Las
similitudes bioquímicas y funcionales entre la amidasa del huésped y la lisozima codificada
por el fago Cp- 1, sirvieron de punto de referencia para proponer que los genes que
codifican estas enzimas podrían ser similares en parte a nivel de nucleátidos. Esta hipótesis
se analizó experimentalmente por medio de ensayos de hibridación (García y cols., 1988)
que permitieron la donación del gen cpU del fago Cp-1 (García y cols., 1987). Para
conseguir un mejor conocimiento de las características moleculares de los genes líticos
presentes en otros fagos que infectan neumococo se llevó a cabo la donación y
secuenciación de los genes líticos cpl9 del fago Cp-9 y cpl7 del fago Cp-7. Para ello, se
utilizaron como sonda en las hibridaciones los genes lytA y cpu, respectivamente en
condiciones poco restrictivas (García y cols., 1990). De la comparación de la estructura
primaria de estos genes se pudo observar una mayor similitud entre los genes cpu y cpI9
que con el gen cpl7. Los genes cpl9 y cpI7 codifican proteínas de 342 y 349 aminoácidos
con M. de 38.461 y 39.107, respectivamente. Cpl9 es una lisozima dependiente de la
presencia de colina para su actividad y con dominio C-terminal homólogo al de la amidasa
LytA y la lisozima Cpll. Por el contrario, en el caso de la lisozima codificada por el fago
Cp-7, se vió que era capaz de degradar, in vivo e fi vftro, tanto paredes de neumococo con
colina como paredes en las que la colina había sido reemplazada por su análogo estructural
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etanolamina. El dominio C-terminal de Cpl7 era completamente diferente a los encontrados
en las enzimas líticas anteriores. La similitud de los C-terminales de todas estas enzimas
líticas con excepción de Cpl7 indica que este dominio es el responsable de la unión al
sustrato.
Por otra parte, también se ha donado y secuenciado el gen lítico hb¡3, del fago
atemperado HIB-3 (Romero y cols., l99Oa, b). La proteína que codifica es una amidasa
dependiente de colina y, al igual que la LytA, requiere el proceso de conversión. La
comparación de nucleátidos de ambos genes proporcionó uno de los ejemplos de mayor
similitud entre genes de un fago y una bacteria (87%), similitud que desaparece en las
regiones flanqueantes de dichos genes.
Más recientemente se ha donado y secuenciado el gen lítico del fago EJ-1 (Díaz y
cols., 1992a), otro fago atemperado aislado de una cepa clínica y atípica de neumococo.
Este gen codifica una amidasa (Ejí) que depende para su actividad de la presencia de colina
en el sustrato que degrada y requiere el proceso de conversión para conseguir su máxima
actividad. En contraste con la amidasa LytA del huésped, en el caso de Ejí el proceso de
conversión puede ser reversible por diálisis. La amidan Ejí presenta una Mr de 36.535 y
posee un dominio C-terminal homólogo al de la amidasa LytA. Presenta una similitud del
80% con la amidasa LytA en la región estructural, existiendo una divergencia completa en
las zonas flanqueantes. Tanto Ejí como Hbl3 se inhiben, al igual que la amidasa del huésped,
con las mismas concentraciones de LTA o colina.
Todos los dominios C-terminales de las enzimas líticas de neumococo y sus fagos,
excepto en el caso de Cpl7, están constituidos por seis motivos de secuencias repetidas, de
unos 20 aminiácidos de longitud cada uno, que presentan una secuencia consenso. Esta
estructura primaria de los C-terminales en todas las enzimas líticas estudiadas y su
dependencia de colina, ha llevado a sugerir que este aminoalcohol ha servido a lo largo del
proceso evolutivo como un elemento de fuerte presión selectiva que ha contribuido a la
conservación de las regiones C-terminales de todas estas enzimas líticas (García y cols.
1988). El dominio C-terminal de Cpl7 presenta 2,8 repeticiones exactamente iguales, de 48
aminiácidos cada una, y diferentes a las anteriores. Esto indica también una organización
modular en su región C-terminal pero distinta a la del resto de las enzimas líticas del sistema
de neumococo.
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Por otra parte, el análisis global de las enzimas líticas de neumococo y sus fagos
permitió deducir que las enzimas que presentan un mismo tipo de actividad, contenían
dominios N-terminales semejantes. Así, el dominio N-terniinal de la amidasa LytA de
neumococo era homólogo al de las amidasas Hbl3 y Ejí, y el dominio N-terminal de la
lisozima Cpl-l al de las lisozimas Cpl7 y Cpl9 (García y cols., 1990). Esto apoya la
hipótesis de que los dominios N-terminales de las enzimas líticas pueden haber constituido a
lo largo de la evolución proteínas independientes. El hecho de que los dominios N-
terminales presenten una débil actividad catalítica cuando se expresan de forma
independiente, en comparación con las enzimas completas, sugiere que la adquisición del
dominio C-terminal representa una ventaja evolutiva para aquellas enzimas que interactúan
con sustratos poliméricos, como es el caso de la pared bacteriana, lo que permitiría una
mejora en su eficiencia catalítica (López y cols., 1992, 1994).
Tomados en su conjunto los datos anteriores nos llevan a sugerir la existencia de una
organización modular de las enzimas líticas del sistema de neumococo, donde el dominio C-
terminal estaría implicado en funciones de reconocimiento y unión al sustrato mientras que
el centro activo se localizaría en el dominio N-terminal. Esta hipótesis se ha demostrado
posteriormente con la construcción de proteínas quiméricas entre las enzimas líticas de los
distintos fagos estudiados y la amidasa del huésped mediante el intercambio de los dominios
N- y C-terminales (Díaz y cols., 1990, 1991). La construcción de una enzima quimérica
entre el dominio C-terminal de la lisozima del fago Cp- 1 y el N-terminal de la enzima lítica
de Clostridium acetobutilylicum ATCC 824 (Croux y cols., 1993 a), así como la más
reciente construcción de una enzima híbrida construida entre el dominio N-terminal de la
enzima lítica del fago Tuc2009 de Lactococcus ladis y el C-terminal de LytA (Sheehan y
cols., 1996) proporcionan nuevos argumentos experimentales a la teoría de la evolución
modular de las proteínas que propone que las proteínas de aparición reciente han
evolucionado a partir de la unión de unidades polipeptídicas preexistentes (Campbell, 1988).
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5. OBJETIVOS
La biología molecular del sistema de neumococo y sus bacteriófagos es poco
conocida & pesar de ser el microorganismo que sirvió para demostrar que el DNA era la
macromolécula responsable de la herencia de los caracteres, un hecho que marcó el inicio de
la genética molecular (Grifflth, 1928; Ayer>’ y cols., 1944). Las dificultades que se presentan
en el laboratorio para multiplicar a neumococo en medios simples de cultivo ha supuesto un
problema insalvable a la hora de desarrollar estudios genéticos en este sistema y, asimismo,
ha impedido poner a punto técnicas de transferencia genética que implicaran el uso de
partículas fágicas. El empleo de los antibióticos ¡3-lactámicos representó un punto de
inflexión para frenar los efectos devastadores causados por neumococo hasta los aRos 40.
No obstante, en la actualidad, este microorganismo ha vuelto a producir una gran
mortalidad en el mundo (Sahn, 1990). En consecuencia, es muy importante potenciar
investigaciones que contribuyan a desarrollar nuevos instrumentos para combatir los efectos
patógenos causados por & pneumoniae. En general, el estudio de los fagos ha constituido
una eficaz herramienta de trabajo para conseguir un mejor conocimiento de la bacteria
huésped y, en este sentido, cabe destacar la reciente sugerencia de que los fagos podrían
jugar un importante papel en la evolución y transferencia de los determinantes de virulencia
en bacterias (Cheetham y Katz, 1995). Finalmente, existen muy pocos ejemplos en la
literatura sobre la organización funcional de fagos que replican de forma linear. El
bacteriófago ~29 y los fágos con él relacionados, en bacterias Gram-positivas, y el fago
PRD 1 en Gram-negativas, proporcionan los modelos experimentales sobre este peculiar
mecanismo de replicación de DNA en los sistemas procarióticos (Salas, 1991).
Por todo ello, nos pareció interesante estudiar las características moleculares del
bacteriófago Cp- 1 que, por su estabilidad y pequeño tamaño, le confieren una gran
versatilidad como herramienta de trabajo para conseguir una detallada información acerca
de los productos génicos que codifica y de las funciones fisiológicas que desempeñan tales
productos.
Teniendo en cuenta todo lo citado anteriormente, nos propusimos en esta Memoria
los siguientes objetivos experimentales:
1.- Secuenciación completa del genoma del bacteriófago Cp-1.
2.- Elaboración del mapa transcripcional del fago.
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3.- Estudio de algunas de las proteínas codificadas por el fago, en panicular las
implicadas en los procesos liticos que permiten la liberación de la progenie.
4.- Estudio del mecanismo de iniciación de la replicación.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS
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1. CEPAS BACTERIANAS, BACTERIÓFAGOS Y PLÁSMIDOS
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las cepas bacterianas, bacteriófagos y
plásmidos que se detallan en la Tabla 4.
Tabla 4. Cepas bacterianas, bacteriófagos y plásmnidos
Cepa, fago o plásni¡do Genotipo o fenotipo relevante Referencia/Fuente
E. cok
TOL
DH1
DH5a
1’ <Iacfl lacZJMlS>
supE44 hsdRi 7 red1 endA ¡
(44OZacZAAJJS) encíA 1 recAí
hsdRI7(rK mK) supE44 AlacUI69
HB 101
CEOO
CMl2
K5 14
BL2I(DE3)
supE 44 luciR .20 (rBmB)recA13
thi-l, leuB, thr-l
MC4100 reck
supE44 Oir] leuó (r¿ 111K)
E hsdS (rnm~), polimerasa del fago T7
bajo el control del promotor lac UV54
LE392
S. pneumoniae
R6
R6st
M3 1
EhsdRS74 (rl mx) supE44 supFS8
cepa salvaje
SmR
Hex? zlIytA
Fagos
Cp-l
Ml3tgl3l
Lambda Somlc!BSZ
Gibson, 1984
Sambrook y cols., 1989
Hanahan, 1983
Boyer y Roulland-Dussoix, 1969
Appleyard, 1954
Sancarycols., 1979
Laboratorio M. Salas
Studier y Moffatt, 1986
Sambrook y cols.,1989
Rockefbller Univ.
Rockefeller Univ.
Sánchez-Puclíes y cols., 1986a
Rondaycols., 1981
Sambrook y cols., 1989
Promega
ApR
APR
APR,
ApR,
ApR
ApR
APR
Ery~Z , TJ
CmR
KWR
CmR
CmR, lcR
ApR lytA
ApR cpu (derivado de pBR32S)
Ap” cpU (derivado de plN-III-A3)
xylS
Vieira y Messing, 1982
Yanisch-Perron y cols., 1985
Bolívar y cols., 1977
Bolívar, 1978
Tabor y Richardson,
Tabor y Richardson,
lnouye e Inouye, 198
Rondaycols., 1988
Studier, 1991
Mermod y cols., 1986
Garcíaycols., 1986a
Garcíaycols., 1987
Sanz y García, 1990
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1985
5
Plásnddos
pUCíS
pUC 19
pBR322
pER325
pT7-4
pT7-7
pllN-11I-A3
pLSEI
pLysS
pNM 185
pGL8O
pCIPSO
pCIPIOO
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2. TITULACIÓN, MULTIPLICACIÓN Y PURIFICACIÓN DE FAGOS
La titulación de Cp. 1 se llevó a cabo utilizando como bacteria huésped la cepa R6
de £ pneumoníae cultivada inicialmente en medio semisintético (CpHS) (Tornan, 1970) a
370(5 sin agitación para pasarlo a medio sólido KCAT conteniendo catalasa en el recuento
de las placas de lisis. Los títulos obtenidos fueron aproximadamente 1 o~ UFP/ml para
lisados en cultivos ilquidos y 10¡o~1 ~ TJFP/mI en muestras purificadas mediante gradientes
de CsCI.
La obtención del tigo se realizó incubando a 370(5, sin agitación, la cepa R6st de £
pneumoniae en medio CpHS enriquecido con extracto de levadura (0,08%) hasta alcanzar
una densidad celular de 6 x io~ UFC/mI. A continuación se hacia una dilución 1:10 en
medio M3 (triptona 1’7 gil, glucosa 2,5 gIl, NaCí 5 gIl, neopeptona 5 gIl y tampón fosfato
50 mM pH 8,0) precalentado. Se incubó hasta una densidad celular de 8,3 x io~ UFC/mI y
se infectó con el fago a una m.d.i. de 1/3, y se pasó el cultivo a 300(5 que es la temperatura
adecuada para la multiplicación del fago. La incubación se continuó hasta que se produjo la
lisis, se eliminó el resto de las células no lisadas mediante centrifugación y se recogiá el
sobrenadante donde se encuentran las paniculas fágicas. Se precipitaron éstas con PEG
6000 (10% p/v) a 40C toda la noche. Se resuspendieron en ThT (Tris 12,1 gIl, NaCí 5,8 gIl,
Mg
2CI.6H20 2 gIl, HCI fumante Sml/l) y se purificó el fago usando una centritgación, en
dos pasos, en gradiente de CaCI (Ronda y cols., 1981). El fago obtenido de la segunda
centrifugación, que se detecta formando una banda azul, se dializó frente a TBT y se
congeló rápidamente en nieve carbónica y etanol a -70
0C en 10% de glicerol. A partir de 3 1
de medio M3 se obtuvieron 5 ó 6 ml de fago del título anteriormente señalado.
Para la titulación del fago lambda se incubó la cepa de E. coil correspondiente a
300(5 en medio LB suplementado con maltosa 0,2%, MgSO
4 10 mM. Cuando los cultivos
alcanzaron la DO6~ de alrededor de 0,8, se recogieron muestras de 200 ¡it y se incubaron a
3 7C durante 30 mm con diferentes diluciones de una preparación del fago lambda. A
continuación se añadieron 5 ml de LB-agar 0,8% con MgSO4 10 mM y se contaron las
placas de lisis en LB después de una incubación a 30 o 37
0C, según la cepa, durante toda la
noche.
Para la titulación del fago Ml3tgl3 1 se siguieron las instrucciones descritas por
Sambrook y cols. (1989).
35
MATERIALES Y MÉTODOS
3. PREPARACIÓN DEL DNA FÁGICO
El DNA de Cp- 1 se obtuvo por extracción fenólica (y/y) después del tratamiento del
fago con proteinasa K (50 ~sg/ml)en un tampón Tris-HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 10 mM,
NaCí 10 mM y SDS 0,5% a 370(5 durante 3 ó 4 hojas. Este tratamiento evita que el
complejo DNA-proteína que se aisla del virión quede retenido en la interfase (López y cols.,
1984). Después del tratamiento con fenol, el DNA se precipitó y se disolvió en TE.
4. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
Las cepas se conservaron congeladas a -70 0C en medio de cultivo al que se añadió
glicerol al 20 y al 10% (y/y) para el caso de E. cok y £ pneumoniae, respectivamente. En el
momento de sembrarlas se descongelaron, incubándose en los medios correspondientes a
370(5, a menos que se indique lo contrario, con agitación para las cepas de E. cok y sin
agitación para las cepas de £ pneumon¡ae.
4.l.E. cotí
Para el cultivo de E. cok se utilizó el medio LB descrito por Saxnbrook y cols.
(1989), añadiendo 1,5% agar (plv) para cultivos en medio sólido. El medio M9
suplementado con tiamina 2 ¡ig/ml, MgSO
4 2 ~.tg/m1,CaCI2 0,1 ~g/m1y glucosa 0,2% (p/v)
se usó para el estudio de la expresión de genes bajo el control del promotor • 10 del
bacteriófago T7. La concentración de antibiótico añadida al medio de cultivo de cepas
resistentes fue de 100 gg/ml para la ampicilina (Ap), 10 ~.tg/mlpara la tetraciclina (Tc), 30-
60 gg/ml para el cloranfenicol (Cm) y 50 isg/ml para la kanamicina (1Cm).
El crecimiento de las cepas de E. cok se siguió por turbidimetría a 600 nm con un
espectrofotómetro Shimadzu UV-260.
4.2. & pneumoniae
Para el cultivo de £ pneumoniae se utilizó (5pHS suplementado con extracto de
levadura (0,08%) (Tomasz, 1970). Para cultivos en medio sólido se añadió al medio
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anterior, agar 1% (p/v) y catalasa (250 U/mí) (Boehringer Mannheim) aunque en otros
casos se utilizaron placas de agar sangre [Tryptic-Soyagar (Difco), suplementado con 5%
de sangre desfibrinada de carnerol.
Las cepas transformantes de neumococo que contienen derivados de pLSEI (Ronda
y cols., 1988) se seleccionaron en un medio con Tc a 0,8 ¡xg/ml (medio liquido) o 1 p.g/ml
(medio sólido) ó bien eritromicina (Ely) (10 ¡ig/ml) o lincomicina (Lc) (1 ~.tg/ml).
La multiplicación de este microorganismo se siguió por nefelometría con el empleo
de un nefelómetro Coleman modelo 9, calibrado para recuento de viables en neumococo
donde 1 N 7,5 x IO~ UF(5/rnl.
5. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFORMACIÓN GENÉTICA
5.1. E. cotí
Las cepas de E. cok se transfbrmaron utilizando el método del Rb(5l (Kushner,
1978) o bien mediante electroporación (Dower y cols., 1988) utilizando un equipo Gene
Pulser de BioRad.
5.2. £ pneumoniae
La preparación de cepas competentes de neumococo ha sido descrito por Tomasz
(1970). Los cultivos de neumococo poseen competencia natural que alcanza sus valores
más altos en una determinada etapa del crecimiento (la comprendida entre 2,1 z ío~ y 2,25
x 108 UFC/ml). Una vez que el cultivo alcanza esta concentración celular, se le añade
glicerol 10% (y/y) y se congela rápidamente. Las células conservadas a ~7Q0(5mantienen la
competencia, sin pérdida apreciable, durante largos periodos de tiempo.
El método de transformación utilizado fue esencialmente el descrito por Barany y
Tomasz (1980), excepto que la incubación con el DNA transformante se realizó a 3 00C
durante 30 mm en medio CpHS precalentado suplementado con seroalbúmina bovina (BSA)
0,08% (p/v). Después los cultivos se incubaron a 370C durante 90 mm en medio
precalentado CpHS con extracto de levadura 0,08% y con BSA 0,08% (fase de expresión),
antes de la siembra a 370(5 en el medio sólido adecuado.
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6. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA
Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 ó 1% en tampón TAE (Tris-HCI 40 mM, ácido
acético 20 mlvi, EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampón como electrolito. A las
muestras se les añadió 1-1,5/10 de su volumen de una solución compuesta por Ficolí 400
30% (p/v), azul de bromofenol 0,2% (p/v), xilencianol 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. La
electroforesis se realizó a 100-150 V durante 60-90 mm y, una vez finalizada, los geles se
tiñeron con bromuro de etidio (BrEt) (3 I.±g/ml)para su observación mediante irradiación
Uy. Como marcadores de tamaño, se utilizaron el DNA del fago lambda digerido con la
enzima de restricción Bs¡EII y la forma replicativa del DNA del fago 4X174 digerido con
HaeIII.
7. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA
Los fragmentos resultantes de la digestión del DNA con las enzimas de restricción o
los obtenidos mediante PCE., se aislaron y purificaron por tres procedimientos distintos.
7.1. Técnica de Gene-Clean
Los fragmentos que se desean aislar se separaron primero mediante una
electroforesis en geles de agarosa. Posteriormente, se recortaron las bandas de interés y el
DNA se purificó de la agarosa mediante su adsorción a diminutas partículas de vidrio
siguiendo la técnica de Gene-Clean, tal y como recomiendan los fabricantes (Bio 101 Inc.,
La Jolla, CA, USA).
7.2. Técnica de la ¡3-agarasa
El empleo de esta técnica también requirió la separación previa de los ftagmentos
mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusión y posterior tratamiento
de la banda extraída con la g-agarasa, que hidroliza la agarosa, liberando el DNA. Para ello
fue necesario fundir previamente la banda de agarosa recortada en el tampón adecuado
(Tris-HCI 10 mM, pH 6,5; EDTA 10 mM) antes del tratamiento con 13-agarasa durante una
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hora a 40~420C. Tras tratar con fenol y precipitar el DNA, éste se disolvió en el volumen
adecuado de TE. Tanto la enzima como el tampón se obtuvieron de BioLabs (New
England, USA).
7.3. Geles de agarosa de bajo punto de fusión
Para algunos aislamientos de fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa de
bajo punto de fusión (BioRad) de 0,7-1% en tampón TAE. Una vez realizada la
electroforesis, se recortó del gel la banda deseada en cada caso y se resuspendió en tampón
TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1mM) con NaCí 0,25 M. La agarosa se fundió
calentándola a 650(5 durante 5 minutos. A continuación, la muestra se trató con fenol y
posteriormente con éter etílico (y/y), y se incubó después a 65~C durante 10-15 niin con el
fin de eliminar los posibles restos de éter. El DNA se precipitó con dos volúmenes y medio
de etanol absoluto durante 45 mm a -70~C. Tras una centrifugación a 10.000 x g durante 10
mm, el precipitado se lavó con etanol 70% y finalmente se disolvió en un volumen adecuado
de tampón TE.
8. TÉCNICA DE LA REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Las amplificaciones se realizaron en el aparato Pharmacia LKB, Gene ATAQ
Controller utilizando, como molde, el DNA entero de Cp-1 y, como cebadores para la DNA
polimerasa, oligonucleátidos sintéticos:
a) la amplificación del fragmento del genoma comprendido entre los nt 18.074 y
18.954 se llevó a cabo utilizando la DNA polimerasa PfrI (Stratagene). El programa
empleado consistió en 30 ciclos de desnaturalización, los cinco primeros a 980(5 y el resto a
950(5 durante 1 mlii, seguido de hibridación a 550(5 de los oligonucleótidos al molde durante
2 mm y la reacción de polimerización a 720(5 por la enzima. El fragmento amplificado
obtenido se trató con fenol, se precipitó disolviéndose en TE, purificándose después por la
técnica de la ~3-agarasa.Los extremos del fragmento amplificado fueron hechos romos con
el fragmento klenow de la DNA polimarasa 1 de E. cok (klenow) y el DNA se ligó a la
forma replicativa del DNA del fago Ml 3tg131 cortado con Hincil y a pUC 18 digerido con
Sinaí y tratado con fosfatasa alcalina.
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b) el resto de las amplificaciones se llevaron a cabo con la DNA polimerasa
termoestable Repliterm”1’< (Epicentre). El programa consistió en 30 ciclos de
desnaturalización, los 7 primeros a 980(5 y el resto a 950(5, durante 1 niin, seguido de
hibridación a 500(5 de los oligonucleátidos al molde durante 2 mm y la reacción de
polimerización a 720(5 durante 2,5 ruin llevada a cabo por la enzima, excepto para la
obtención de la sonda 3 utilizada en los ensayos de “Northern-blot”, en el que la hibridación
fue a 450(5 y la reacción de polimerización duró 2 mm. Los fragmentos amplificados se
extrajeron con fenol, se precipitaron disolviéndose en TE, purificándose después por las
técnicas descritas en el apanado 7.
9. MANIPULACIÓN DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMÚN EN BIOLOGÍA
MOLECULAR
Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de Boebringer Mannheim,
Amershani, Pharmacia y New England Biolabs. La fosfatan alcalina de intestino de ternera
se obtuvo de Boehringer Mannheim. Amersham sumiistró la DNA ligasa, la nucleasa
BAL3 1 y la polinucícótido quinasa del fago T4, así como Klenow. La transcriptasa inversa
fue suministrada por Promega. Las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron
siguiendo las indicaciones recomendadas por las casas suministradoras.
Los fragmentos de restricción purificados HindIll (1.449-10.736 nt), HincIl (9.330-
13.438 nt) y Sau96A-SphI (12.821-16.754 nt) se digirieron con la nucleasa BALI 1
incubándose a 300(5. A diferentes tiempos se sacó una alícuota de la mezcla y se paró la
reacción con BOTA 20 mM a 40(5 con el fin de obtener una serie de fragmentos de distintos
tamaños. Estos fragmentos se trataron con fenol, se precipitaron y se disolvieron en TE.
Posteriormente se rellenaron con Klenow para ligarlos a pUCl 8 digerido previamente con
SmaI y tratado con fosfatasa alcalina (Sambrook y cols., 1989).
Para obtener los plásmidos recombinantes con insertos de la parte izquierda del
genoma de (5p-1, se digirió el DNA del fago con HindIII, y se purificó el fragmento de
aproximadamente 1,45 kb por Gene-Clean. Parte del fragmento obtenido se digirió durante
15 mm a 370(5 con SspI y, después de inactivar la digestión, se ligó la mezcla a pUCl8
digerido doblemente con SmaI y Hindilí. El resto del producto del Gene-Clean se digirió
durante 30 mm a 37(5 y se ligó a pUCiS cortado con SmaI y tratado con fosfatasa alcalina.
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10. TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN DEL DNA Y RNA
Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron mediante
la técnica del “random-primer” utilizando [ct-32P]dCTP(400 Ci/mmol, 10 1Xi/~.d)
(Aniersham), Klenow, la solución de hexanucleótidos que actúan de iniciadores (Pharmacia)
y los dNTPs, según se indica en Sambrook y cols. (1989). Todas las hibridaciones y lavados
se hicieron a 650 (5.
El marcaje de oligonucleótidos sintéticos se llevo a cabo mediante la utilización de la
polinucleótido quinasa T4 utilizando [y-32P]ATP(5.000 (5i/mmol, 10 ¡xCi/pi)] siguiendo las
indicaciones de Sambrook y cols. (1989). Las hibridaciones se realizaron a 300(5 y los
lavados se hicieron a temperatura ambiente.
10.1. Técnica de “Southern-blot”
La hibridación del DNA mediante la técnica descrita por Southem (1975), se realizó
siguiendo el protocolo de Sambrook y cols. (1989). Las membranas de nilón para la
transferencia del DNA se obtuvieron de Schleicher and Schuell. Las bandas radiactivas se
detectaron utilizando películas Hyperfilm”’-MP (Aniersham) y pantallas amplificadoras
Dupont, (5ronex Lightning Plus, a ~700(5. La deshibridación de las membranas se realizó con
un primer tratamiento con NaOH 0,4 M durante 30 mm a 450(5 y un segundo tratamiento
con 0,1 >< 55(5 (NaCí 0,15 mM, citrato sódico 0,15 niM~ y SDS 0,1% otros 30 mm a la
misma temperatura.
10.2. Hibridación de DNA sobre filtros de colonias celulares
Las colonias de E. cok se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (Millipore HATF,
tamaño de poro 0,45 ¡im) como se indica en Sambrook y cols. (1989). Las células se lisaron
sobre el filtro mediante tratamientos sucesivos, de 5 mm de duración cada uno, con las
soluciones que se indican: i) NaCí 1,5 M y NaOH 0,5 M (2 veces); u) Tris-H(5l 1M, pH 7,0;
iii) Tris-HCI 0,5 M pH 7,0 y NaCí 1,5 M; iv) 2 x 55(5 (NaCí 0,3 M, citrato sódico 0,003
M). La fijación del DNA al filtro se realizó mediante incubación a 800(5 durante 2 horas.
Para eliminar los restos celulares, los filtros se hirvieron en agua destilada durante 10 mm.
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La hibridación con la sonda radiactiva se realizó como se describe en Sambrook y cols.
(1989).
10.3. Técnica de “Dot-blot”
El DNA se desnaturalizó previamente con NaOH a una concentración final de 0,5
M, durante 10 mm a 370(5• A continuación, se colocó la membrana de nilón entre las dos
planchas del aparato, se hizo el vacío y se añadió el DNA en cada pocillo. Una vez que el
DNA quedó retenido en la membrana, se desnaturalizó 1 mm con una solución 0,5 M
NaOH, NaCí 1,5 M, se neutralizó en Tris-H(5l 0,5 M pH 7,0, NaCí 1,5 M, durante 1 mm y
se irradió con UY para fijar el DNA a la membrana. Después se hibridó la membrana de
igual manera que en “Southern-blot”.
10.4. Técnica de “Northern-blot”
Tras el aislamiento de RNA, tal como se indica en el apartado13, las muestras se
cargaron en geles de agarosa 1-2% con formaldehido y se sometieron a electroforesis a 9
Y/cm durante la noche. El gel se dializó varias veces contra agua y se trató 25 mm con
NaOH 50 mM, NaCí 0,1 M, después 25 niin con Tris-H(5l 0,1 M pH 7,5 para neutralizar y,
por último, 25 mm con 2 x 5 SC. La transferencia de RINA se realizó mediante vacío
utilizando como tampón 20 x 55(5. La membrana se secó durante 30 mm a 65~C y,
posteriormente, se fijó el RINA mediante irradiación UY durante 10 núm.
11. PREPARACIÓN DE PLASMIDOS
La preparación de plásmidos a partir de cepas de E. cok se realizó utilizando el
método rápido de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979) y el método de purificación de
DNA por centrifugación en gradiente de CsCl (Sambrook y cols., 1989).
La preparación de plásmidos a partir de cultivos de neumococo en fase exponencial
de crecimiento se llevó a cabo siguiendo el método de Birnboim y Doly (1979), con la
modificación consistente en que la lisis celular se realizó mediante la resuspensión de las
células en tampón fosfato sódico 50 mM, pH 8,0, y posterior incubación a 370(5 durante 15
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mm en presencia de DOC (Fluka) (1% p/v). Para la extracción de plásmidos de cepas con
fenotipo LytN, las células se trataron con amidasa LytA durante 30 mm a 370(5 antes de la
adición de DOC.
12. SECUENCIACIÓN DE DNA
El método seguido para la secuenciación de DNA fue el descrito por Sanger y cols.,
(1977), utilizando el T7 Sequencing~ Kit (Pharmacia) y (cz-355]dATP (Amershani),
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes y cubetas de Lagoplast (36 x 50 cm) o
BioRad (38 x 52 cm). Para preparar la cadena sencilla del DNA plasmídico para las
reacciones de secuencia, los plásmidos se desnaturalizaron con NaOH 0,2 M durante 5-8
mm a temperatura ambiente, se neutralizaron con acetato amónico 0,2 M y el DNA se
precipitó con etanol. Para secuenciar el DNA de Cp-l intacto, éste fue desnaturalizadó con
NaOH 0,4 M durante 18 mm a temperatura ambiente. El resto del proceso es igual al
descrito para los plásmidos. Para eliminar las compresiones y ambigúedades de la secuencia
se usó el kit de Pharmacia Deaza O/A T7 Sequencing~.
12.1. Análisis de la secuencia de DNA
Para el análisis de la secuencia de DNA se utilizó el paquete de programas para
Biología Molecular de la Universidad de Wisconsin (WI?NP) denominadoGCG (Genetics
Computer Group) (Devereux y cols., 1984). presente en el VAX del Centro Nacional de
Biotecnología de Madrid. Los bancos de datos a los que se ha tenido acceso fueron:
GenBank/EMBL, Swissprot, PIR, PROSITE; y los programas utilizados fueron: FET(5H,
FASTA, TFASTA, BESTFIT, PILEUP, MOTIFS y PEPPLOT. Para la predicción de la
estructura secundaria de las proteínas codificadas por las ORFs además del PEPPLOT, se
utilizó el programa del EMBL, Prediction Protein del grupo de Sander.
13. AISLAMIENTO DE RNA
La cepa R6st de £ pneumoníae se incubó a 370(5 en medio (5pHS suplementado con
extracto de levadura 0.08% hasta una densidad celular de 7,5 >< io~ UF(5/ml. El cultivo se
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infectó con Cp-l a una m.d.i. de 8 y se incubó a 300(5; el cultivo control sin infectar se
procesó de la misma manera. Se tomaron muestras a diferentes tiempos, se centrifugaron y
las células se lavaron con TE (10:10) (Tris-HCI 10 mM: EDTA 10 mM). A continuación,
las células se lisaron con TE (10:10) conteniendo DOC 0,1%, congelándose y
descongelándose dos veces sucesivas en N2 liquido. Posteriormente, las muestras se
incubaron con SDS 0,5%, acetato sódico 0,1% pH 4,0 y fenol ácido equilibrado con agua
durante 5 mm a 600(5. Las muestras se centrifugaron a 40(5 recuperándose la fase acuosa y
extrayéndose el RNA con fenol caliente y posterior precipitación con etanol absoluto. El
RNA extraído se disolvió en el volumen adecuado de TE (10:10) y se conservó a ~7Q0(5~
Para la obtención de RNA de cultivos tratados con Cm, se siguió el mismo proceso descrito
anteriormente, añadiendo Cm (100 ¡xg/ml concentración final) al cultivo de R6st 5 mm antes
de la infección.
La concentración de RNA se estimó a partir de la medida de absorbancia a 260 nm,
considerando que una unidad de absorbancia en cubetas de 1 cm de paso óptico equivale a
una concentración de 40 ¡sg/ml. Para comprobar la presencia de las bandas esperadas de
RNA, las muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1%.
14. DETERMINACIÓN DE LOS SITIOS DE INICIACIÓN DE LA
TRANSCRIPCIÓN MEDIANTE EL EMPLEO DE LA TÉCNICA DE “PRIMER
EXTENSION”
Para localizar los diferentes sitios de iniciación de la transcripción del genoma del
bacteriófago (5p-1 se siguieron dos procedimientos distintos, ambos basados en la técnica
de extensión del cDNA a partir de un iniciador o “primer extension”:
a) Marcando el oligonucícótido con [y-32P]ATP,según el protocolo descrito por
Sambrook y cols. (1989). Los oligonucícótidos (7 pmol) se marcaron con 50 ¡s(5i de [‘y-32P]
ATP (5.000 (5i/mmol, 10 pfi/¡sl). Posteriormente se mezclaron 1 pmol de oligonucícótido y
19 ¡sg de RNA precipitando la mezcla según el procedimiento descrito por Sambrook y
cols. (1989). El precipitado se resuspendió en 30 ¡sí de tampón de hibridación (PIPES 40
mM pH 6,4, EDTA 1 mM pH 8,0, NaCí 0,4 M y formamida 500/o), desnaturalizando a 850(5
durante 10 mm e incubando la mezcla 12 horas a 300(5 para permitir la hibridación. El
hibrido RNA-oligonucleótido se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol absoluto
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resuspendiéndolo posteriormente en la mezcla de reacción de la transcriptasa inversa AMY
(1 x tampón AMV, dNTPs 0,9 mM pH 7,0, RNAsina 0,4 U, y transcriptasa inversa AMY 3
U). La reacción de extensión transcurrió durante una hora a 420(5 y se detuvo con NaOH a
una concentración final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a temperatura ambiente para
desnaturalizar los ácidos nucleicos. El siguiente paso consistió en la neutralización de la
mezcla con ácido acético 0,4 M y posterior precipitación con etanol, resuspendiendo el
precipitado en una solución de colorante (azul de bromofenol 0,15%, xilencianol 0,15%,
EDTA 5 mM pH 7,5 y formamida desionizada 48,75%). Para analizar la longitud de los
productos de la extensión y, por tanto, el punto de iniciación de la transcripción, se realizó
una electroforesis en paralelo cargando las muestras en un gel del 6% poliacrilamida
conteniendo 8 M urea, detectándose el resultado por autorradiogratia. Como control se
cargaron los plásmidos recombinantes, o el DNA de Cp- 1 intacto, secuenciados con los
mismos oligonucleótidos de cada reacción de “primer extension”.
a) Marcando el DNA complementario del RNA con [ct-32P]d(5TP,según el método
descrito por (5handry y cols. (1994). Para ello, se calentaron a 900(5 durante 1 mm, 3 ¡sí de
la mezcla que contenía 0,25 ¡sg de oligonucleótido y 20 ¡sg de RNA y posteriormente se
incubó la mezcla a 420(5 durante 5 mm para realizar el anillamiento RNA-oligonucleótido.
El cDNA es sintetizado en un volumen de reacción de 10 ¡sí que contenía 24 U de la enzima
transcriptasa inversa (AMV), 15 g(5i de [a-32P]d(5TP,dCTP 10 ¡sM, dATP 100 ¡sM, dGTP
100 ¡sM, dTTP 100 ¡sM, Tris-H(5l 50 mM pH 8,5, KCI SO mM, Mg(51
2 20 mM y DTT 10
mM junto con la mezcla de anillamiento, RNA-oligonucleótido. La reacción se incubó a
420(5 durante 30 mm y se paró con 5 ¡sí de formaniida 0,5%, EDTA 20 mM, azul de
bromofenol 0,05% y xilencianol 0,05%. El resultado se analizó como en el método anterior.
Este procedimiento es mucho más rápido que el anterior y tiene la ventaja de
conseguir una mejor desnaturalización cuando se trabaja con material genético de elevado
contenido en estructura secundaria.
15. ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
SDS
Las electroforesis analíticas de proteinas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes, en geles de poliacrilamida-SDS, según la técnica descrita por
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Laemmli (1970) el porcentaje de acrilamida utilizado varió entre 8 y 17,5%. Las muestras se
hirvieron durante 5 mm en tampón de ruptura (Tris-H(5l 62,5 mM pH 6,8; SDS 2%, 13-
mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0,005%). Las electroforesis se
realizaron a temperatura ambiente y corriente constante (50 mA), utilizando un electrolito
que contenía Tris-H(5l 0,025 Nt, glicina 0,192 M y SDS 0,1%; se usaron placas de 160 ><
100 mm con espaciadores de 2 mm. Las proteínas de los geles se tiñeron con azul de
(5oomassie R-250, según se describe en Swank y Munkress (1971). Las proteínas
empleadas como marcadores de peso molecular eran de BioRad: fosforilasa b (92,5 kDa);
BSA (66,2 kDa); ovoalbúmina (43 kDa); anhidrasa carbónica (31 kDa); inhibidor de tripsina
(21,5 kDa) y lisozima (14,4 kDa).
16. OBTENCIóN DE EXTRACTOS DE CULTIVOS CELULARES
16.1. Extractos preparados de cepas de E coli y & ¡nseumoniae
Para obtener extractos de E. cok y £ pneumoniae, se cultivaron estos
microorganismos en 10 ml del medio indicado en cada caso, a 370(5 (con y sin inductor
cuando sea preciso) hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial. Los cultivos se enfriaron
a 40(5 y se centrifugaron a 6000 x g durante 10 mm, resuspendiéndose las células en 500 hl
de tampón fosfato sádico 20 mM pH 6,9, EDTA 1 mM, (en algunas ocasiones en tampón
de ruptura). Una vez homogeneizada la suspensión, las células se rompieron con
ultrasonidos utilizando un aparato modelo B-12A de Branson Sonic Power co. (Danbury,
Connecticut) mediante cuatro tratamientos de 10 s cada uno con intervalos de 1 mm,
manteniéndose siempre la muestra a 4O(5~ La suspensión asi tratada se centrifugó a 40(5 y
10.000 >< g durante 10 mm para eliminar los restos celulares. El precipitado se resuspendió
en el mismo tampón fosfato y los extractos se conservaron a ~20o(5.La fracción proteica se
valoró mediante el método de Bradford (1976) y se analizó mediante geles de
poliacrilamida-SDS. Cuando se partió de volúmenes mayores, se centrifugaron los cultivos
20 mm a 6.000 x g y los precipitados se resuspendieron en tampón fosfato 20 mM pH 6,9,
EDTA 1 mM, las células se rompieron mediante una prensa de French (American
Instruments Company) a una presión de 7,6 atm. Se eliminaron los restos de DNA de los
extractos con un tratamiento con polietilenimina (0,3% para DO260 de 120) en hielo durante
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una hora. Después se centrifugaron 15 mm a 12.000 x g y se recogieron los sobrenadantes.
Se precipitaron las proteinas con sulfato amónico al 65%, se resuspendieron en 1 ml de 20
mM tampón fosfato pH 6,9, EDTA 1 mM y se dializaron frente a tampón fosfato 20 mM
pH 6,9 para eliminar el sulfato amónico.
Para la obtención de extractos de cepas que contienen como plásniidos pT7-7 o
algún derivado, se cultivaron en medio M9 suplementado como se indica en el apartado 4.1
a 370(5 hasta alcanzar una DO~ entre 0,7-1, entonces se indujó con IPTO a diferentes
concentraciones (0,01, 0,1, 0,4 y 1 mM). A continuación, se recogieron a distintos tiempos
después de la inducción muestras de 1,5 mi, que se enfriaron a 40(5 y se centrifugaron a
10.000 >< g durante 5 mm, resuspendiéndose las células en 300 Íd de tampón fosfato sádico
20 mlvi pH 6,9, EDTA 2,5 mM. Una vez homogeneizada la suspensión, las células se
rompieron como se ha descrito anteriormente y se siguió el protocolo descrito
anteriormente. Como controles de estos experimentos se obtuvieron extractos de las cepas
recombinantes sin inducir y de la cepa que contiene pT7-7, con y sin inducción.
La cepa E. col! DH5c4pAMR61) se incubó a 370(5 en 10 ml de medio LB + Ap
(100 ¡sg/mI) sin IPTO, puesto que el gen de la proteína de la cabeza de Cp- 1 se expresó con
los mismos niveles sin inducir que inducido, hasta la fase estacionaria. Se centrifugaron las
células y se resuspendieron en 1,5 ml de TSE (Tris-H(5l 10 mM pH 7,0, EDTA 0,5 mlvi).
Se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 500 ¡sí de TSE. Se centrifugaron las
muestras tratadas con ultrasonidos 10 s dos veces con intervalos de 1 mm. Se centrifugaron
los sonicados y se recogió el sobrenadante, y el precipitado se resuspendió en 500 ¡sí de
TSE. Al cargar estos extractos en un gel del 10<>/o de poliacrilamida-SDS se observó que la
proteína estaba tanto en forma soluble como en insoluble. El extracto con la proteína
soluble expresada en E. col! es el que se utilizó para determinar la secuencia N-terminal de
la proteína mayoritaria de la cabeza de Cp- 1. Para obtener la fracción insoluble enriquecida
en la proteina, se siguió el proceso con la fracción del precipitado resuspendida en TSE. Se
centrifugó, y se resuspendió en 1 ml de urea 3 M, Triton X-1 00 1% en TSE. La mezcla se
agitó a temperatura ambiente durante 30 mm. Este proceso se repitió tres veces y para
terminar se centrifugó el extracto 10 mm y se lavó tres veces con TSE. Al final se
resuspendió en 500 ¡sí de TSE.
Para la obtención de extractos de M3 l(pAMR71) infectados con Dp-1, se incubó
esta cepa en 100 ml de (5pHS suplementado con extracto de levadura 0.08% más Lc y, a
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una densidad celular de 7,5 >< io~ UFC/ml, se infectó con el fago Dp-1 a una m.d.i. de 1.
Cuando el cultivo se empezó a usar se recogió y se procesó como se ha indicado
previamente.
Para la obtención de extractos de M3 1(pAMR7I) tratados con UY, previamente se
establecieron las condiciones adecuadas de irradiación con UY. Posteriormente, 100 ml del
cultivo se irradiaron a una densidad celular de 1,9 x 10’ UF(5/ml durante 45 s, y se
incubaron en oscuridad hasta llegar a una densidad celular de 4,8 x 10~ UF(5/ml. A
continuación, se centrifugaron y se procedió de forma similar a la descrita previamente.
Para la obtención de extractos de M3 l(pAMR7I) tratados con mitomicina
(Boehringer Mannheim), se probaron distintas concentraciones de esta droga y se concluyó
que la adecuada era 20 ng/ml añadida al cultivo cuando está a una densidad de 1,2 >< lo8
UF(5/ml. La obtención de los extractos fue la misma que en los casos anteriores.
16.2. Extractos de neumococo infectados con Cp-1 para realizar ensayos de iniciación
de la replicación
La cepa de R6st de £ pneumoniae se infectó con (5p-l a una m.d.i. de 2,5 y se
incubó a 300(5 durante 90 mm. Las células se recogieron y se lavaron con Tris-HCI 50 mM
pH 7,5. Las células se lisaron con alúmina durante 15 mm a 40(5 y después se centrifugaron
para eliminar la alúmina y los restos celulares. El sobrenadante se trató con polietilenimina
0,3% por cada 120 U de DO~ para eliminar el DNA bacteriano y el complejo TP-DNA del
fago. Tras la centrifugación durante 10 mm a 10.000 x g las proteínas presentes en el
sobrenadante se precipitaron con sulfato amónico (65% de saturación) y se resuspendieron
en el tampón A (Tris-H(5l 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 7 mlvi, NaCí
0,15 mM, glicerol 5% y/y) y se cargaron en una columna de intercambio iónico de
fosfocelulosa. De esta manera se eluyó más del 95% de la proteína cargada en la columna.
Después se lavó la columna con el tampón A, en presencia de concentraciones crecientes de
NaCí. Todas las fracciones eluidas fueron ensayadas ¡ti vúro para la formación de TP-
dAiMiP. La fracción eluida a 0,6 Nt NaCí presentó actividad y, por tanto, debe contener el
complejo TP-DNA polimerasa del fago. Esta fracción se guardó a ~20o(5en presencia de
50% (y/y) de glicerol.
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17. DETECCIÓN DE PROTEÍNAS CODIFICADAS POR FRAGMENTOS
CLONADOS DE DNA
17.1. Técnica de “unaxic¿lulas”
Las proteínas codificadas por las ORFs 4 y 5 del fago (5p- 1, presentes en diferentes
plásmidos, donados en la cepas (5M12 de E. col! se detectaron mediante la técnica de
maxicélulas” descrita por Silhavy y cols. (1984) utilizando [a-” Slmetionina (1.500
(5i/mmol) (Aniersham). La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se llevó a cabo según
se describe en el apanado 15.
17.2. Técnica de transcripción-traducción ¡st vitro
La expresión iii vitro de los genes que codifican la holina y la lisozima se realizó
mediante el sistema de transcripción-traducción bacteriana libre de células comercializado
por Aniersham.
18. PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS POR ELECTROELUCIÓN
Después de separar las ditbrentes proteínas del fago en un gel de poliacrilamida-SDS
de porcentaje adecuado, se siguió la técnica de la tinción reversa descrita por Ferreras y
cols. (1993). Se recortó la banda correspondiente a la proteína deseada y se dializó frente a
EDTA 50 mlvi para eliminar el Zn2 usado durante el proceso de tinción y así evitar que se
obture la membrana durante la electroelución. La electroelución se lleva a cabo en el
modelo 422 Electro-Eluter de BioRad.
19. OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI~gp9* DEL VIRJÓN
La obtención de anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteína mayoritaria del
virión (gp9*) se llevó a cabo mediante la inmunización de conejos con dicha proteína
purificada mediante electroelución tal y como se describe en el apartado 18. Se utilizaron
tres dosis de 35 ¡sg de proteína en solución Tris 25 mlvi, glicina 192 mM y SDS 0.1%, la
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primera con adyuvante de Freund completo (1:1; y/y) y, las dos restantes, con adyuvante de
Freund incompleto (1:1; y/y), dejando transcurrir 25 días entre ellas. La administración del
antígeno se realizó de forma subcutánea. Dos semanas después de la administración de la
tercera dosis, se extrajo sangre al conejo para la obtención del antisuero. La sangre se
incubó a 370(5 durante 90 mm y después se mantuvo a 40(5 durante 12 horas para permitir la
formación del coágulo. El sobrenadante se centrifugó a 6.000 x g 10 mm a 40(5, para
eliminar restos celulares y, por último, se inactivaron las proteínas del complemento durante
15 mm a 560(5. El suero se centrifugó a 10.000 x g a 40(5 y se conservó a ~70o(5. Se ensayó
la especificidad del antisuero obtenido, así como la posible reacción inespecífica del suero
pre-inmune, mediante análisis por “Western-blot” utilizando diferentes diluciones del
mismo. Para evitar la detección de bandas inespecíficas, formadas por la posible reacción
cruzada del antisuero con otras proteinas celulares diferentes de la gp9* o gp9, se preincubó
el antisuero a 370(5 durante al menos una hora con un extracto obtenido por sonicación de
la cepa apropiada transformada con el plásmido sin inserto.
20. TECNICA DE “WESTERN-BLOT”
Una vez separadas las proteínas mediante electroforesis en geles de poliacrilanilda-
SDS, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad) según describen Sambrook y
cols. (1989). La membrana se saturó con leche en polvo desnatada al 5% (p/v) en tampón
PBS (fosfato sódico 10 mM pH 7,4; NaCí 140 mM) mediante incubación a 40(5 durante 12
horas. Posteriormente, se incubó a temperatura ambiente con agitación suave durante 4
horas en presencia del suero correspondiente para cada caso. Después de tres lavados de 10
mAn de duración cada uno con PBS que contenía Tween al 0,1% (y/y), la membrana se hizo
reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente y suave agitación con anticuerpos de
cabra anti-lgGs de conejo, conjugados con peroxidasa (Jackson Ininiunoresearch).
Finalmente, tras un lavado con tampón PBS, las bandas de reacción de los anticuerpos se
visualizaron con peróxido de hidrógeno y 4-cloro-l-naftol (Sigma). En algunas ocasiones se
utilizó el Kit de detección bioluminiscente de BioRad.
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21. DETERMINACIÓN DE LA SECIJENCIA N-TERMINAL DE PROTEINAS
La secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de las diferentes proteínas se
determinó mediante el método de degradación de Edman, según se describe en Spiecher
(1994) utilizando un secuenciador automático modelo 477A (Applied Biosystems).
22. DETERMINACIÓN DEL FENOTIPO Lyt DE NEUMOCOCO
El fenotipo Lyt de colonias de neumococo incubadas en medio sólido se determinó
como se describe en García y cois., (1985b). En cultivos en medio líquido se siguió el
método descrito en Romero y cols. (1993).
23. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LÍTICA
Los extractos sonicados de cepas de E. col! o £ pnewnon!ae que expresan una
actividad hidrolítica sobre la pared de neumococo se ensayaron siguiendo el método clásico
para la determinación de la actividad aniidásica de neumococo (Hóltje y Tomasz, 1976),
con algunas modificaciones. La mezcla de reacción condene 250 ¡sI (volumen final) de
tampón fosfato sódico 20 mlvi pH 6,9 a los que se añaden 10 ¡sí de paredes celulares de
neumococo marcadas radiactivamente y de 5 a 30 ¡sí de la dilución adecuada del extracto
que se desea ensayar. La incubación se realizó a 370(5 a diferentes tiempos y la reacción se
paró mediante la adición de 10 ¡sí de formaldehido 35% y 10 ¡sí de BSA 4%. Las muestras
se centrifugaron en microfuga a 10.000 x g durante 10 mm. A 200 ¡sí del sobrenadante de
cada muestra se les añadió 3,5 mil de liquido de centelleo (Cocktail Ready Safe, Beckmam)
y se determinó la radiactividad en un contador de centelleo liquido LKiB Wallac (modelo
1219 Racheta). Una unidad de actividad enzixnática se define como la cantidad de enzima
que cataliza la solubilización de 1 ¡sg de paredes en 10 mm (HÓltje y Tomasz, 1976).
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24. DETECCIÓN DE HEMOLISINA
Para realizar este ensayo, se obtuvieron protoplastos de los cultivos de las cepas
M31(pLSEl), M31(pAMR21) y M31(pAMR22) utilizando un medio con 25% de sacarosa.
La detección de hemolisina se realizó como se describe en Seto y Tomasz (1985).
25. REPLICACIÓN DE DNA IN VITRO
25.1. Formación ja vitro del complejo de iniciación TP-dNMP
En el ensayo se usó como molde un oligonucleótido 29-mer que tiene la secuencia
de los extremos 3’ del genoma del fago. La mezcla de reacción (25 ¡sí) contiene, Tris-HCI
50 mM pH 7,5, DTT 1 mM, glicerol 4% y/y, BSA 0,1 mg/mI, (NH~)2SO4 8 mM, Mn(512 1
mlv!, 2,5 ¡s(5i del indicado [a32P]dNTP(0,25 ¡sM), 200 ng del oligonucleótido que actúa
como molde, y 0,5 pl de extractos solubles de neumococo infectado con (5p- 1 obtenidos
según 16.2. Después de 10 mm a 300(5, se añadió EDTA a 10 mM (concentración final)
para parar la reacción y se filtró a través de columnas de Sephadex G50-80 con SDS 0,1%
para eliminar los dNTPs no incorporados. Las muestras se analizaron en geles de
poliacrilamida-SDS (12%) y autorradiografia. La cuantificación se hizo por densitometria
óptica de las autorradiografias.
Los iones amonio actúan en la reacción para favorecer la formación del complejo
TP-DNA polimerasa. Para otros sistemas como 4>29 los ensayos se realizaron con proteínas
puras a una concentración final de 20 mM SO4NFb)
2; en el caso de los extractos de (5p-l,
la mayor eficiencia se obtuvo a 8 mM (concentración final), aunque la formación del
complejo de iniciación tiene lugar en un rango entre 4-15 mM y se inhibe a concentraciones
mayores de 20 mM. Esto puede deberse a que al tratarse de extractos y no de proteínas
purificadas, el complejo TP-DNA polimerasa está ya formado y no se necesita, por tanto,
una alta concentración de iones N}L¿
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25.2. Ensayos de elongación truncada
Las reacciones se llevan a cabo esencialmente en las mismas condiciones descritas
para el ensayo de iniciación, pero en presencia de diferentes combinaciones de
dNTPs/ddNTP, como se indica en cada caso: 10 ~.tMdATP, d(5TP, dGTP y 100 pM ddTTP
para la elongación truncada con ddTTP; 10 jxM dATP, dGTP y 100 ¡sM dd(5TP para la
elongación truncada con dd(5TP. Para distinguir la posición de la TP unida a los diferentes
productos de elongación se utilizaron geles del 12% pollacrilamida-SDS de dimensiones
especiales (360 >< 280 x 0,5 mm). La eficiencia de elongación fue calculada usando el
experimento de elongación truncada realizado en presencia de ddTTP, como la relación
entre las moléculas elongadas (banda de elongación) y el total de moléculas iniciadas (banda
de iniciación más la de elongación). Se considera un factor de corrección teniendo en cuenta
la composición específica de cada molécula de DNA.
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1. SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS DEL GENOMA DE Cp-l
1.1. Estrategia de secuenciación
Como ya se ha citado anteriormente, el bacteriófago (5p-l fue aislado en nuestro
laboratorio a partir de muestras de gargantas de nulos sanos de Alcala de Henares (Ronda y
cols., 1981). Iicialmente se estudiaron sus características morfológicas y propiedades
biológicas relevantes (Ronda y cols., 1981, 1983; López y cols., 1981, 1982; García y cois.,
1986c), demostrándose posteriormente que su DNA lineal y de doble cadena contenía una
proteína covalentemente unida a los extremos 5’(Garcia y cols., 1983c, 1986b). Más
adelante, se elaboró un mapa de restricción del genoma, y se comprobó que este DNA tenía
una marcada resistencia a las enzimas de restricción como EcoPJ, EcoRV, SacI, SacII,
BamHI, PstI, PvuI, ScaI, SmaI, StuI, Bglll, SaII, etc. (López y cols., 1984). Por otra parte,
los 444 nt del extremo izquierdo y los 520 nt del extremo derecho se secuenciaron por el
método de Maxam y Gilbert (Escarmís y cols., 1984). El análisis de la secuencia de estos
extremos reveló la existencia de una ITR de 236 nt de longitud, y, además, que los 116 nt
siguientes presentaban una similitud del 93%, como ya se ha citado en el apartado 2.2.2. de
la Introducción. Esta ITR eTa de mayor longitud que las descritas para otros DNAs con TP.
Por otra parte, también se había determinado la secuencia de la región del genoma que
codifica la enzima lítica del fago y las regiones flanqueantes, 315 nt que preceden al inicio
del gen de la lisozima y 103 nt en el extremo 3’ de dicho gen (Garcíay cols., 1988).
Por tanto, como primer objetivo de nuestro trabajo nos planteamos la secuenciación
del genoma de Cp- 1, siguiendo diferentes estrategias:
a) donación de diferentes fragmentos de restricción del genoma en los plásmidos
pUCiS, pBR322 y pBR325. En la Figura 3, se muestra un mapa fisico con algunas de las
enzimas de restricción empleadas para subclonar fragmentos de DNA del fago y la
localización de los plásmidos recombinantes obtenidos. El plásmido pGG4 que aparece en la
Tabla 5 se obtuvo a partir de pGG3, digerido con H¡ndIII y religado consigo mismo. Los
plásmidos pGG6l y pGGó6 se obtuvieron haciendo digestiones parciales del fragmento
H!ndIII más pequeflo con la enzima de restricción SspI (ver apanado 9 de Materiales y
Métodos). En la Tabla 5 aparece la relación de plásmidos recombinantes obtenidos y la
localización del inserto en el genoma del fago.
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b) deleciones con nucleasa BAL3 Ide los fragmentos H!ndIII, H!ncII y Sau96I-SphI
(Figura 3). En la Tabla 5 aparecen todos los plásmidos recombinantes obtenidos y su
localización en el genoma del fago.
c) amplificación por medio de la técnica de PCR de un fragmento de 880 pb del
extremo derecho del DNA de Cp- 1 (Figura 3). El producto amplificado se purificó del gel
de agarosa por la técnica de la j3-agarasa, y se procedió como se describe en el apartado 8
de Materiales y Métodos.
d) secuenciación directa sobre el DNA de (5p-1 utilizando oligonucleótidos
sintéticos como cebadores de la reacción para comprobar distintas zonas del genoma de
lectura dudosa así como para atravesar los sitios de restricción.
3 6 9 12 15 le
= pGGS
—‘ pGG6
pG666
pGG6l
p G62
pGG4
pGG3
pG 6 por P50
19,345 kb.1.. U U U U
Figura 3. Estrategia de secuencisción del genoma de (5p-l. Las cajas blancas muestran los
insertos de los plásmidos recombinantes obtenidos mediante el uso de enzimas de restricción
adecuadas. Las cajas negras indican los fragmentos purificados del DNA que se trataron con
BAL3 1. La caja rayada señala el fragmento obtenido por P(5R. Las ITRs se encuentran remarcadas
en los extremos del genoma.
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Tabla 5. Pllsmidos reconiMnantes obtenidos para la secuencia del genuina
Vector y
Plásmido lnserto ORFsb sitio de donación
1.449-10.736
9.90’7-12.821
9.330-13.438
10.733-13.438
686410.736
10.733-12.066
276-1452
613-1.021
15.353-18.2 15
11.437-13.013
9.807-12.874
9.961-12.195
11.85 1.12. 199
10.229-12.441
9.976-12.6 14
9.553-10.964
12.222-12.914
12.214-12.914
5.393-6.554
5.512-8.551
6.402-7.905
6.068-7.881
6.628-7.688
5.522-7.545
6.412-8.161
3 .623-8.029
3.6234.029
5.543-7.494
5.037-6.016
5.456.6.725
5.173-7.556
5.0834.215
5.145-6.362
6.316-8.070
5-14
15-17
15-18
16-18
11-14
16
1-3
2
21,22
17
15-17
15,16
16,17
15-17
15
9
10,11
10
10
10
6-10
6-10
9
9
9-11
10
13.048-14.916
13 .291-15.950
18.074-18.954
pBR322-HindIII
pUCIS-SmaI
pUC18-SmaI
pUCI8-HindIIIISmaI
pUC18-HtndIII/&nal
pUCI8-Accl/HindIII
pUCI8-Hindflh/SmaJ
pUC 18-SmaI
pBP.325-EcOPJ/HindIIl
pUCIS-SmaI
pUC18-SmaI
pUCI8-SmaI
pUC 18-Smaí
pUC18-SmaI
pUC18-Snwl
pUC18-SmaI
pUCLS-SmaI
pUC18-SmaI
pUC18-Smal
pUC18-&nal
pUCI8-SmaI
pUCI8-&nal
pUCI8-SmaI
pUC 1 8-Smal
pUC18-SmaI
pUC1S-SmaI
pUC19-SmaI
pUCI8-SmaI
pUCL8-SmaI
pUCl8SmaI
pUCLS-SmaI
pUC1&&nal
pUC 1 8-SmaI
pUC18-SmaI
pUC18-SmaI
pUCIS-SmaI
pUC1S-SmaI
a Coordenadas del inserto en el genoma de Cp-l.
b ORFs completas del genoma que contiene el plásmido.0Plásmido obtenido por García y cols. <1987).
d El inserto del plásmido se obtuvo mediante la deleción
genoma con BAL3 1.
e El inserto del plásmido se obtuvo mediante la deleción del ftagmento HindIlí (1.449-10.736) del
del fragmento H¡nclI (9.330-13.438) del
genoma con HAL3 1.
El inserto del plásmido se obtuvo mediante la deleción de] fragmento &iu961-SphI (12.819-16.753>
del genoma con BAL3 1.
g El inserto del plásmido se obtuvo mediante la amplificación del genoma de Cp- 1 por la técnica de
PCR.
pGG 1
pGG2
p003
p004
pOGÓ
pGG8
pGG6l
pGG66
pCIPSO0
pGGl
1d
pGGl4d
pGG16~
pGGiV
poGí s~’
p00
33 d
pGG34d
p009
pGG37
pGO38
p00390
pGG4O
pGG4 1
p0043
pGG450
pAMR456
p0046
pGGS2C
pGGS30
pGGS4
pGGS5
pGG56
pGGS7t
pGG74 ~
pGG76~
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Los fragmentos de DNA de Cp-l obtenidos en a) y b> se ligaron al vector digerido
con las enzimas de restricción adecuadas (Tabla 5), y con la mezcla de ligación se
transformó la cepa TOI de E. col!. Las colonias que contenían plásmidos recombinantes se
detectaron por hibridación usando coma sonda el genoma de (5p- 1. El análisis de los
plásmidos para comprobar que llevaban el inserto adecuado se hizo mediante digestiones
con enzimas de restricción. Todos los plásmidos obtenidos se purificaron mediante la
centriÑgación a equilibrio en (5sCl-BrEt (Sambrook y cals., 1989) y se comprobaron por
hibridación frente a una sonda del genoma de (5p-l, mediante la técnica del “dot-blot”. El
inserto que contenían se secuenció usando primero los cebadores universales y, después, se
avanzó en su secuencia usando olígonucleátidos sintéticos. Estos oligonucleótidos también
se usaron, en ocasiones, para secuenciar utilizando como molde el genoma completo de
Cp-1.
1.2. Análisis de la secuencia de nucicótidos
La metodología desarrollada en el apartado anterior nos permitió concluir que el
DNA lineal de dable cadena de (5p-l está formado por 19.345 pb (Figura 4). Se han
secuenciado ambas cadenas una media de 3,2 veces cada una. El contenido total de O + (5
es 38,8%, lo que está de acuerdo con el valor previamente estimado para el DNA del fago
(41%) y con el del genoma del huésped (39/o) (Ronda y cols., 1981).
El análisis de la secuencia del genoma revela la existencia de 29 fases de lectura
abierta (OREs), considerando como tales aquellas que son capaces de codificar más de 50
aminiácidos y que están precedidas por una secuencia de unión al ribosoma (RBS) a la
distancia adecuada, y que comienzan por los codones ATG o GTG. De estas OREs, 23 se
encuentran en la cadena superior y las seis restantes en la inferior (Figura 5). El codón de
iniciación más utilizado fue ATG y sólo en las OREs 3, 5, 11 se usó GTG. El codón de
terminación más frecuente fue TAA (20 de las 29 OREs), con TGA en 6 OREs y TAO en
las 3 restantes (Tabla 6). El 93% de los nucleátidos forma parte de alguna ORE, existiendo
además siete OREs solapantes. En los casos de las ORE4-5, ORF12-13, y ORF2l-22 el
solapamiento es ATGA, donde ATG es el codón de iniciación de una ORE y TGA es el
codón de terminación de la ORE que le precede. En el resto de los casos ORF5-6, ORF6-7,
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AAaCATGTAOOCOOCA~CTTTTTCAAAAAXTOCCCCAM~AAAflTOAMXGAA
TTTcCTACAXCAtc0OOTCOGGAAAAAOTTTflAMG~GTTAcC?n>AflTTT?AtTT
h,GAA.tA~AAAA±ccA,TTccAAc,e,AnccAxTcn,.AAAsCMxcMcrMcA2cTT
TACTTtCTCTTT?MGTAAMOTTGTGMOOGTMSflTZnSnAOntAXACTASAA
CTAAA.xccTflCncTontc?AXTAXCnTnMCACAATU>tAAMATOTCAAWIA
OAXTTT~GA..T,n.CAAASfnMASYAMflAGTGtn>.AXCTTnt>CMTTCTT
flAAMXCACTAAAXAAMAMAAATAMTTCA>.&MSCtcT~AflAXCAXflPCTAA
tAytTt>?GASTTAXTtTflTflXTAAACflflTM2>flAM?GTTAOT>aMCATT
ATCCfl¿~5¡COTTATAGTTAGAMTGAOATMAMTATTTCTAMAPLTAMTTAMAAT
t
TAcCATATTACCAATA1CAATCTTTACTCTATTTTTATM.AOATTTTTATTTMTTTTTA
>ATTTC&AACACU2~&ACCATTTTCACAMTCCn~MI~TATC>~TT»MLCAt
~
orfl X 1< M K A L Y y N N t4 U E T F
AAOGAC>AAGAAMCATOAAAATCAAACCCTTATATCTAAATCACAAaATGAMCTTTT
TTCCTCTTTCTTTTCTACTTTTAC7TTCCCKATATACATTTN3TOTTCCTACTTTCAA>~
AE I.THGOALDVI ENAUNAEN
CCAC>JCTTACACAcCCCCM5~CTA5ATOTTATCTTTMLTCCTCMAA~CTCAMTC
~TCTTCAATGTCTCCCcGTTcG~ATCTACMTAG>MTTA~ACTATTC~ACTTTAC
YO DIO VN 01V 0 LCN E ¡¡(LE LV
TATCCCCACCATCTXAACCAGATTGTACACCTACCWTGACATTAMCflCMTTCTAT
ATACCCCTGCTACATTTCCTCTAACATCTCOATCCTTTACTCT>.ATTTCAACTTAACATA
a NNE Y ¡PP A O Y VER V 1<? LS E
>CM.ATAATOMTACATTCCATTTGCTGGTTACTATGAACGMTCMJ.ACACTATCTCAA
• TCTTTATTACTTATCTAACCTAMOOACCAATGATACTTCCTCACTTTTGTOATMACTT
L Y T N 1 5 U W F E E V E • tf2 II
CTATACACAATATTTCAGACTGCTTTG,GAPnTTGA$TA»aGAGATMLTM»McC
OATATCTCTTTATAAACTCTCACCAAACTTCflCAACTCATTTCCTCTATTATTTTTACC
EL RO LS VN ¡41 E NL TIC ¡<¡¡DL
• >.ATTMCAC>¿TTATC>CTnACAACATTC».AATCTTACTMAASATTATTGACCTTA
TTAATTCTGTTA.ATAGTCATTTCTTCTAACTTTTWAATGATTTTTCTAATAP.aOCAAT
KT LT FE FUE FI ESSXVCSEE
• Afl~CCT>.A4~TTTAACCCAGATC>ATTTAT>GMAOCTCTATCGTATGT,co3>~GAAC
TTTCCGATTGCAAATTcCGTCFACTTAAATATCTTT~ATACCATACATcCCTCCTTC
L IT ST O ¡<VM VE F LV I<WD L E D
TTAT>JLCCACCACACTTAAASTTATCTATGAOTTTAOTCTTMtTCGCATTT»».GATA
AATATTCCTCOTGTCAATTTCAATACATACTCMATCACAATTCACCCTAAATTTTCTAT
¡CF VID F PV ¡<1 L ¡4>4 A ¡4 DELHI
• AATTTTACAT>~ATTTTTTCTATAMATTTTAAATAATAC»AcCATCAATTACACATTA
TTAAAATOTATCTAAAAAIISATATTTTA.AAATTTATTATCTTTOCTACTTAATCTCTAAT
1< RL [CF ‘CV C EL NT E E
AACOATT»)ATTTATTTCCTATTCTTCCTTM.flAC~An>2~TAATTTAC7TTCTTAT
• TTOCTAATTTTAMT».AcCATAACAACCAATTTATCTCTTTTTATTWTGMJnA.ATA
• TAACTTTATCAcTTG~flTCTATTTO»nTOTCCZM~aTWT»cAn..ATAaTAA
tt
• ATTCMATACTOAACCAAACATAMCTTTTACACCATTTOAATTTATTCTTTTATTTATT
TATTTATTTTCTTAAATOTAAAMCCAAATTTTAAAOAAAflCACTAAMOCACTTCAC>n
ATAAATAAAAOAATTTACATTTTTcCTTT»AATTTCTTTCCTCATTTTCCTCAACTCTC
• ATTTACCTATCAAPTOTAOCTTTAACOCTAcCCAOCTA,CTTTCAATCTTTAC)A.AA>TO
:1
TAATOCATACTTTACATCCAAATTCCnATCCCTCCATTCAAAOTTAC,AATOTTTTTAC
orf 3 ¡4 T 1 7 7 E O V 7 1 ¡4 0 a A O L
AACATOC>J~TOTOACTATCACTACTOAACA.&O7OACOAT».ACCAACCTcCCCACCTTC
• TTCTACCCTTACACTOATAGTCAbOACTTOTTCAC7CCTATTTOC77OCA~cf~CTCCA3.S
P Y E A Y L E E A F E O Y L 7 1 E V y o
• CT7ACATTCAACCTTATCTC».AC>X~CCTTTCA>02CCTTATCTCACTATTOACCTAOTAO
CKATOTAACTTCCAATAOACTTTCTCOCAAWSTTCCCAATAOACTCATAAC7CCATCATC
Y ElY SAS 1 FATAL EVA E
ATTATCAATATAAMCTTATTCCGCTTCTA7CCCTT7OCC7ACcGCCT,j¿,JjAc~C>o
TAATACTTATATTTTCAATAAOCCCAAOATAOCC».ACCGATOCctCAATaTA,tCCTC
60
120
180
260
300
360
420
480
540
600
660
E O O A E O V ofl4 ¡4 A L 7 P E O E E y
AOCAACAACAAGO3GMnCCCTCTAATTAMTOOCflTAACACCAAAACMMCA~GTA
1.321 1.380
TCCTTCTTCTTcCCCTTCCCCACATTAATTTACCCAA.ATIQTCCTTTTCTTTCCTTCCAT
a A D Y L t A <Ka, L QQ QO A SN A
ACACCCCACTATTTAACC>CMACAMACAACACTACKACAOCACCCCCCCTCTAATCCT
1.381 1.440
TCTCCCCTOAT».ATTGOTCTTTCTTTTCTTCTOATCTTCTcCTCCLO~CACAflA~CA
E ~KAP NCC A W NF AC ¡45 OK AL
CAMT».MOCTTTTATCCOcCCTCOGTCCAATTTTCCAOCMTCAnTOATA~CC~CTA
1.1<1 1.500
C7TTATTTT0CAAAATACCOGCCMCCACCTTAAAACOTCCTTACTCACTATTC~C~AT
E a AYO E 1K SE CA TDV’ CNN V
CMCCTCCCTATCATW3ATTMPJ~CAMCGTO3TACTCAA&TATTTGOCMTCATCTT
í. soí 1.560
~
Y T 50V y E E AI< AWY CD E PS VE
TACACT>CTCACTATCT».AAAAh3CTAACCCATCCTACCCCCATAAOTTTTCTGT>CAA
1.561. 1.620
ATGTGATCACTCATACATTTTTTTOGATTCOCTACCATCCCCCTATTCAAA>SACATCTT
E LTQGFRS SQRS E ON RF¡OSV
AAOCTOACTCAMGTTTT~CTCTTCTCAAcCCTC>6>OTTCAACcCCTTTCATTC>OTT
1.621 1.680
TT~ACTCAGTTCCMAWC0AGA0~TTC~MTCTC>.ACTTOCOMACTAA$3TCAA
[CEVE EVRS ERDREAI<ERV 1 Q
AMO»GTC>.AN3AATA«nCTCAG>MCTCACAOM»flCCAMO»OICTATATACAA
1.681 1.~40
TTCCTTcAGTTTaTATCOcGAGTCTTOCACTGTCTCTTOOCTTTCTTOCCATATATCTT
ALEEN ¡IV NT RO ACM 1< AO E EA
OO1CTCCAAG»JLTCCACTATAATAC»C>CACCCADCC>JLCAAOGOCCAP~AMAACCC
1.‘41 1.100
CGCOACCTTCTTTAcOTGATATTATCTTCTC7C~TCcCTTOTTCO~CCTTCTTTTT~C
ES XIS RíA a > SAS NF O A PL
TTTA,rnaATGATTTcAcCOAT,oO~MTGAOT~OCASCMCTTTOOCCcATTTaA
1.801 1.060
~
T ocas o ¡<VS FON VN V PV D TU
AOAOOcGGADCOTCTGAQMGCTTTCATTTGATAATCTCATGGTTTTTGT>OAQ~AC
1. 861 1.920
TGTCcCCCTOCCAOACTCTTCC>AAOTAMCTATTAC>OTACCA>.».ACATCTOTCCCTG
01< E T A FE F Q OS LA RE ¡LUN V
CGTMOAAACGGCTTTTCAATTTCAOCACAOTCTMCC~TCAMTCCTTCAT>ATOTA
1.921 1.980
CCATTCCTTT0COG».MCTTAAGTCCTCTC>flAT~CCCACTTT~CMCTATTACAT
DE PS KOFVSDIO RRRKI(ROKE
OATA.ACTTTTccAA5cAATTTOTTTcTGATATGAGMOAcGAMG»S~MCGAASAA5
1.981 2.140
CTATTCAAAAnCTTOtTTAMCAAA0ACTATACTCTTCTCCTTTCTT~CTCCCTTCTTC
orfSNT CV VACO FE 7 TTN E EET EV
T$ACTTCCTACTATOCAC~AcTTTC>cAACTACW~~CMOWCAOACCTAT
2.061 2<00
ACTCAXCOATCATAcOTCCCCTCWCTTTCTTOATCTTTOCTCCTTaTTOTCTCCATA
W LS CF A KV’ UY DEL O T FE y ¡4
OCCTATCTTCCTTTOcT»ACTTATTOACTATGACAAnTTAOACACATTC?JCGTAAAcA
2.101 2.160
CcOATAs~C~AT7TCA~T>~CTOATACTGTTCfl7cTCTCTMflTTCCATTTOT
7 SL ID PL MS LV LO LOE TV TE
CTAOCCTACACCATTTTCTKAAATcCCTCTATCTTCACCTAOACAAOAaTATACOCAOA
720
780
840
900
960
1.020
1.080
1.140
1.200
1.260
1.320
2-161
OATCCGATCTCCTAAMCATTTTAOCOAGATACAACTCCMCTOTTCTOKATA7OCCTCT
2220
TOE U E Fil F PH NL [CF DOS PL
CCCCAOAAGATCAATTTATCATATTCTTTCATAATCTCMCTTTCACOCCTCTT7C7TOT
2.221 2.20
CCCCICTTCTACTTWTAGTATAACMAflTATTACAC77CWCTCC~>t8J.AOAACA
LS F PL NNO’ E C TV FIN DM0 V
TATCTTTCTTTCTOAATM~TOATATACAATCTACTTACTrATTMCOA7ATCCCOCTAT
2.281 2 40
ATACAAAGAM.GAcTTATTACTATATCTTACATOp~TCkLA:AATTOaATACCCcCATA
E VS ¡7 LE PP OF 7 LI PRO £ LE
GCTAT7CTATTACCCTAOKATTTOCAOACTTTACCCTAACUTTACAOATTCTTTAMAA
2,361
CCA7AAOATAATOCCATCTTAAAOC7CTO»A7000ATTOAAAATCTCTAACAAA.7TTTT
Y U 14 F $ 1 A 7 ¡4 A O L P 1K ¡4 1> 1 A Y O
TCCTTAATTTCTCAATcCCTAcCATOCCTCGACTCTTTMA700CAATTCCTM,.ASOGA
2.401 2.160
ACCAAT7A.AACACTTAOCCA7CCTACOCACCTCACAAATTT7ACCCTT)AcCATTTCCCT
2.461
7 7 F L L E N E 2 E V 1 E P E W 1 0 Y 1
CTACACCTTTCCTAAAACATAAOCCACAACTGATTAACCCASAATOCATTCACTACATTC
CATOTOCW~ATTTTCTATTOCCTCTTCACTAATTcCCTC7TACCTX~CTCATOTAAt
2.0:0
59
111 1
RESULTADOS
¡OVO VAS LAR OIP AM VV E E NF
ATCTAGACCTTCCAATCCTAGCCcOTCCTATCTTTCCMTOTACTATGA~A,nTTTTA
21 2.580
• TACATCTCCAACCTTAGCATCCCCCACCATAGAAAcCTTACATCATACTTCTTTTAAAAT
EV T SAS E ALT E FI<R 1 ERES
CAAACTACACATCAOCAADTO»CCGCTSACOGAOTTTAMO~ATTTTCM~M0TCTA
81 2.640
CTTTCATOTCTADTCCTTCACTTcCCOACTCCCTCPnXTTCaTn»STcCTTCAGAT
¡CRE FR DF FF1 LO EKVUUFCR
MCCAAAATTCAOAGACTTTTTCCOAATCTTACATGAAAACGTOGAWACTTTTOCOCTA
<1 2.700
TTOCTTTTAA.OTCTCTOAAAAACOOTTAOAATCTACTTTTCCACCTCOTOA>flcOCCAT
EN! VCAORL F T LEIORORT LN
ACcATATcCTC6cCcTCGAcGTTTCcCAAcccTw.AcAc~C~cGAAccTTOAAcc
Dl 2.760
TcCTATACCACCCccGAccTCcAAAcCGTTcCCATTTTOrCTcccc~CTTGGAAcTTCC
• QL IDI Vol NS NY PATNLQNA
AGTTCATASATATTTATOACATTAAC>&TATCTACCCTCC?ACTAT0CTACASAPL~CTT
61 2.820
TC>.ACTATCTATWTACTGTAATTOTCATACATGOA~ATCATA~ATGTCTTC~AA
LP’ CI FE R Y ‘<CX P 1< El ¡(EDN
TGCCAATcCOAATAC.~AAACOAT.r.. •fl’•~ ~
21 2.880
AU3GTT.ACCCTTATOCCTTTGCTATGTTTC~TT~CGTTTCTCTATTTCCTTCTGCTCA
VV’ VN ‘¡CAO E DLI<RGYLPT 1
ATTATATCTACCACATTAAACCOGATTTTCACTTAAAA~TCGCTAOCTCCCAACTATCC
81 2.940
TAATATAOATCCTCTAATTTOGGCTAAflCTGAATTTTCCAC~ATCO>~COTT$ATAOC
Ql EKICL DAL Rl CVRTSDYVT
ACATT>OAAAAALCTOOAcOCTTTA>GAATOCGMTC~CACTAO~ACTATGTGACTA
<1 3.000
TCTAATTCTTTTVTGACCTCcO»ATTCTTACCCTCAnCCOTCATcCCTGATACACTGAT
T SIC NEV ID LV L T NF DL DLP 1.
CATCOAAOAACOA2GTTATAGATTTATATTTOACTAATTTTOACCTTGATTTATTCTTAA
01 3.060
OTAOCTTCTTOCTCCAATATCTAAATATAAACTOATT»flCTOOAACTAAATM.GMLTT
ENVUAT 5 NYVET L EFOTESO
AOCACTATOAcCCAACTATCATCTATOTTCaLCACTTC>LTTTCA~AC~nM~T~OACT
61. 3.120
TOGTCATACTC~TTOATAGTACATACAACTTTGTCMLCTTWGTCTOTC¡T>flCCTOA
LFUDV ITT V EV EEENAQ5 PA
TGTTTOATCATTATATCACAACTTACAOATACAAGMAOAMA~CACAAAOCCCA5CAO
2! 3.180
ACAAACTACTAATATACTCTTCAATOTCTATOTTCTTTCTTTTCcOTCTTT~OCTcCTC
EI<QEAE 1 N LN 5 LVCE PCAE 1
AAAAACAAMOCCTAACATTATCCTAAATAOCTTATAOcCCAAOTTTCO~CTAAAATcA
81 3.240
TTTTTCTTTTCOCATTCTAATACOATTTATcCAATATCCCCTTCAAAC~CCATTTTACT
1 SVEELAV LUDECI L EFENO
TATCTGTTAAOAAACTAOCCTATCTCOACCAT»AOOTATATTACCCTTTAWP.TOACO
81 3.300
ATAOACAATTCTTTOAT~CATASACCTOCTATTTCCATATAATCCOMATTTTTACTCC
DE E EVQ PVVAFVALFVTS lA
ATC>AOAAOM~OTACAGCCCGTTTATOOACCCOTTCC~CTATTTGTAACATCTATTCOCC
01 3.360
TACTTCTTCTTCATOTcOCCCAAATAOOTCOOCAAOOCOATAAACATTGTACATAAOCCO
RIO FIl 5 NAQE N VON F LVADT
CTCACTTTATCATCTCAAAOOCACMGAWCTATOATAATTTCTTATATCCTOATACAO
61 3.420
CAZTCAAATAOTAOAOTTTCCGTCTTCTTTTCATACTATTAAACAATATAOCACTATCTc
OS L NL PH SUS LV LUID PSE
ACAOCTTCCACTTGTTCCATTCTOACAOCCTTCTCCTTCACATTCACCcOTC,OAOTTCC
21 3.480
TCTCOAACOTOA.ACACT>~.CACTOTCOAACACCAACTCTflCTOCCCACTcTcMnc
CENA MECa AV E A EV LR 5 ¡C LV
OCAACTOCCCGCATOACCGOAOACCOCTTAAOCCAAnTATTTACCCTCTWCTGTATA
81 3.540
COTTCACCCCOOTACTCCCCTCTCCCCAATTCCOTTTTATMATCCCAOATTTCACATAT
íES LI QE DC T T HL DV 1<0 ACM
TACACCAACTOATACAAOAAGACCCCACAACCCACCTAOACOTTflCCCcCCAOOTATOA
81 3.600
ATCTCCTTOACTAICTTCTTCTOCCCTGTTCCGTCCATCTCCAATTCCCOCOTCCATACT
T PSI CEE IT FE NP VIO A T FE
CCCCAOAAATCAAOCAAAMLATCACTTTTOAAAACTTTOT7ATc~CCCCAACCTTTOAOC
31 3.660
CCCCTCTTTACTTCCTTTTTTAOTCAAMCTTITCAAACAATACCCCCOTTOCWCTCC
orE 6 ¡4 1< 0 F L K
CE RAS 1<0’ [CCC T LI Y E T T F E
OTAAO~OTGCAAOTAACC>flATTAAACCCCCTACGCTCATTTATOAAACAACCTTT»AA
61 3.720
CATTCOCACOTTCATTCOTCT~>~?TFCCCCCA7CLtACT»ATACTTTOTTCC»ATTTT
5 E1<QT 1 LF OC FI LS VV RS PP
‘RETO Y LV *
TCAOAJ3AAACAOACTATCTTCTTTOATOOCTTTATACTCT~CTTT4C~CTCCTTTTTT
3.721 ——.4 3.780
AOTOTCTTTGTCTGATASAACAMCTACcOAAATAT0AOAOCCAAATOC~ACOAA»).A
EN LLNKQQVEN ¡CEOYVYQ¡CS
».AAATTTATTACATMAOAACAOGTTAMMTAAAM.AGCCTACTACTACCAOAMTCA
3.781 3.840
TTTTTAAATAATOTATTTOTTOTCCAATTTTTATTTTTTCCCATOATGATCOTCTTTMT
NNAPKNT IP LES Y LEAII VAY
AACAAC~CACCTAAPJ~TACTATTTTTCTAA~TCCTATCTAAMCCACATTATOCCTAT
3.8<1 3.900
TTCTTO~1tOATTTTTATGATAAAMOATTTCAOGAT>SATTTT~TOTAATA~ATA
EUPOY 1 NE LV E PVSQ EF DEI
CAAOATTTTOACTATATCATCGAATTATACAAATTTOTTTCAC>J.GAATTTCATAAAATT
3.901 3.960
CTTCTAAMQTOATATAGTACCTTAATATOTTTA).ACAA~TOTTOTTA>.ACTATTTT>Jt
5 INAFY>OLCNY LE ENE! VS L
TCAATCAATCCTTTTTACAATCTTTCC&ACTATTTAOAAflAAAATflAATCTATTCTCTT
3.961 4.020
~TTAOTTA~AAMATOTTMAM~TTGATAAATVTTCTTTTATTTT?GATAAOAGAA
5 SNALYDCV EES ¡<¡4 RONOLE
TCTTCTn~CTCTTTA~ATTOTTACCAfl»ATCCAM.AAT~TCM.AA~ATTTADAA
4.021 4.000
>nA>.OATTGcCAOAAATCCEAACAATGCTCTTTAGGTTTTTNICAOTTTTCCFWTCTT
NLNT II T F L¡CF LES TNCDEO
AATcTCMTACAATcATCAcAccATT,>.MTTTTTAAAATCAACA).Ac~OpaATwcAA
<.081 <.140
TTAG#CTTATGTTMTMTOTCOT»TTTTWAATTTTAOTTOTTTCCCTCTATTTGTT
orE 7 ¡4 A 1< 0 A E E 0< E ¡4 P O T V V A Q A T 1
N0
AATOOCTAMCAAOCACCAAhACATOflMkCTTTOATAC~TTGTOCCTCACOCTAC>.AT
<.141 4.200
TTACcOATTTGTT~TOCTTTTOTACTTTTO>aCTATCTCAACAC~TCCCATGTTA
T AT SN lIS DO ¡<VE QE [CATE AV
~
4.201 <.260
~
Y LVPATE EDTEE LVUFGLTL
TTAccTTOTcccAOcGAcACAAOA>~AcAcTpAAAAccTcOTA5AcTTTGccTToAcTTT
4.261 4.320
AATCCAACAGCGTCCCTCTCTTCTTCTCTCATTTTT0GAOCATCTOA&AC~AACTOAM
VT PDT SED PDAE PV FI VI<AT
ATACACACCASACAcCCAOAAAOACCCAOACCCAAnCCTTACTTTATTOTTAAOOCAAC
8 321 <.380
TATOTCTGGTCTCTCCCTCTTTCTCCOTCTCCOTTTTCCAATOAAATAACAATTCCGTTG
EN VES P TSE T DF E E VN FC VS
CC?fl.ATCTO»).ATTTTCACMCTCAAACCCACTTTC>ACACCTCAACTTTCOCGTATC
4.361 4.440
OCTTTTACACTTTTAAAAOTOTTCACTTTCCCTCAAACTTCTCCACTTCAAACCCCATAC
VE DVN 2 ETC E ‘TVE E T PNV E
TTATCMCA~TWCCCAOAOACACG7~MATCACACTCA>OA>flACCC~AACTACAA
4.4<1 4.500
AATACTTCTOCATTTOCCTCTCTOTCCTCTTTAOTOTCAflTTCTTCTOGOOCTTOATOTT
TE E PV ¡4V AIX F VEO CD NC N D
AACACA?C>ACC~TACACCTTOCOATTATGTTTCTTOACCGTCCCCACAATOGAMS~A
4.501 4 . 560
TTCTCTTCTTOOOCATOTCCA.ACOCT>.ATACAAACA.ACTCCCACL~CTOTTACCTTTOCT
PP RLNALNNAD T L T LE EVQP
CTTTTTCCCTCTTP~TOCTCTTATGATGCCTOACAcOTTCACCCTTCAAOAAOTCCAACC
4.561 4.620
O>J.MAnCCAGMTTA~ACAATACTACCOACTOTOC>.ACTCCOAACTTCTTCAcOTTCO
VN 2 FAO LECE
CCTOAACCCOTTCOCTCCATTCTTTOCAAAATAAAAAAOAGCCTTCCCAATOCGOAMQC
4.621 ~ 4.680
CCACTTCCCCA>~cCACCTAACAMCCTTTTATTTTTTCTCCCAACCGTTAOCCCTTTCO
TCCAATTATAAPnOCTTTZ¡~M~CCTTOAAMCTCAnTTCCTIh~a¿¡OACTCGCACCA
4.601 — t <.7<0
AOCTTAATATTT~CAA>.AAnTACcOnCTTTTCAOTCAACCAATCTTACTOAOOCTCOT
CCAACCACCCCSTCAOCTOTAACCATCTTCCCAOCACTAOACAAOCCTTCAAAAOCCI2
4.741 <.800
COTTCCTGOCCMCTCCACATTCCTAOAACCCTOOTOATCTCTTOGOAACTTTTCCOAAT
2QCTTTATCATATCATACTTCCflflflTTOTCAAOTATCATATACTTTTOTTM.AAAT
4.801 t 4.860
CTCCAMTAOTATADTATOAAOCAAATAAAACACTTCATACTATATOAAAACAATTTTTA
ortO ¡4 T 5 Q E C L A V L D A A ¡4 A
TOAMSOAflAO4300TATOACCTCACACCAATOCCTCOCAOTOCTAOAOOCTCCAATOCCA
4.061 4.920
ACTTTCCTCTCCOCATACTCOÚTOTCC¶IACCCACCCTCACCATCTCcCACOTTACCOT
60
:1
RESULTADOS
KVGN DE El E SL TAU LIDIE A
MR3TCGCA>ACOATCAA~MATTGNNXCTM~CCTGWTTGATTGACATWCCCT
• 921 4.900
TTTCAGCCTTTOCTACTTCTTTAACTCTCCCATTCCCCACTGAAOTMCTGTAATTCcCA
F VG E ID TV VS V UN El! VER P ¡4
TTTOtOtGAGAP~TTOACACACTTCTCTCAQTCTTGAATGAMAcCTTCMCOCCC».AT
• 901 5.0<0
».ACACCCTCTTTAACTCTCTC>.ACAoAOTCAOAAOTTAcTTcTCcAACT~CCTTTA
LEN O NL RS A NNE LV R A Loo O
CTTM>»&CCT&ACTTACOTTCGGCUM.TAAcCAACTTTDCOOCOCTTT>~CMCAA
0<1 5.100
OAATTTTTCCCATTGAATOCA&CCCOATTATTOCTTCAAATCCCCOCM.ATCC<XTTCTT
DEI ¡4K 0 AQ E OX 5 VVS AlIO AV
OATGAJATCATOAMCAN3CACAAOAAnACATGAB~T~TATCAOCAATCMTCCTGTT
‘01 5.160
CTACTTTAtTACTTTCTTLCTOTTCTTCTCTACTCCCATCAT>OT~TTACTTAmACAA
1~
ATTT».ACAAASC»JIAAAAOAAGATCAAACCATTTTCM.AA&CCATTA&CTcOTATCCT
161 5.220
TWTTTcTTTCcTTCTTTTcTTcTAcTTTOCTn,~TTTTT~TAATTCAccAT>cCA
AACAACGCACTAGACGCACTCMOGA~AACC~AAACAOTOXMAASTTACTCcGCCA
221 5.280
TTOTTC~TCATCTCctTCAOTTCCTOCTTCCTCTTTCTCAO~TCTTCAMCMO~OT
OCASTTATCCCTGCTOACACACCMX~CACGMOTCCCAMCTACCCNOXMCCCCAG
281 5.340
cOTCAATACCCA~ACTCTCTCCTOGCOTCCTTCAcCGTTT6AT0cGT~TT~6GTC
CCAGcGA.GTTCAGCC~TA5WTCA&CATCGACCA~M»CATT0TMMWaCGAC
341 5.400
CGTOCCTTCMCTCCCCCATCTTTACTTOTAnCTCCTCCTTTTCTAACATCTTCTOCCTC
orE 9 [4 A ¡4 E 1 T T P L 5 0 0 T O ‘< 0 1
A. A LTAGAATCCCTAATAMATTACCACTTTCTTATC~CACAAACT~STAA&CAAATT
401 5.460
TTCTTATCTTACcGATTATTTTAATCCTOfl.AGAAT~TCCTCTTTCACCATTTCTTTAA
SN! U L L ¡4 SIR TRAS A 0V QA O
TC».ACATTGACCTATTCAACTCTATCGCCACCOGTCCA.AO1GCTGACTATCAGOCAOAT
461 5.520
ACTTTGTP.ACTCCATAACTTCACATACCCGTC4CCA~TTC,mACTGAT~TC~TCTA
‘PV LEO A RIN fi A T VP V 00 PQ
ATTCCASTTCTTCAOCG~CA~CATTAAOCA~CAACACTTCCATATCA~ATTTTCML
521 5.580
TAASGTC»GAACTCC~TCcCTfl~TTCCTGOCTTGTC,~GTATpSTcCTMA~TT
‘<MAME F F TAL VN a ‘05 TV’ E
M5CACCaAATCAGTTTTTCACMCCTTGCTCPJ~T~TAT~GTC>AO~TTATCM&
581 5.640
TTcCTOcCATTACTC».A.AMTCT~GAACCAOTTASCATASCOC~~TTGCCAAT~TTC
ALT VEN P LA IP ES ET PEPOD
GOCCTTACTTATOAATC~C!TCCTATTTTCMGTCTCAA,cCTTTCMTTTCG~AC
6<1 5.700
CGCCAATOAATACTTTT>4G4~A>nATAAAk~TTC>nAO,T,~cwcTcAncccc¶o
T LO E IV VM PA E EET YO AE SU
ACATTCCAAGAA.LTCTATCTACAOCC>aCOGAA>AGAM)LCCTAT0AYmCTA~TCACAC
701 5.760
TOTAACGTTCTTTAGATACATOTOCCTCCCCTTTTCTTTTCCATACTC~ATTCAnTCTG
VS PP ‘<FAO TOlE AP Y ¡4 T LN N
CT>CCCCnT7T>ATTCGa0ATACAaACAT~>ACCCTTTTATCACACTTTG,JLCAAT
761 5.820
CATTCOCCCAMTTTAAGOCACTATGTCTOTAGCTTCOGM,.ATASTGTO>JJ.aTCTTA
EN Y VER T FE RAMIQ EA F VS O
O».AACTACTATGAOCOTACCTTTGMCOTOCTTCCATTCAO»J.CCCTTTOTTTCTCAC
821 5.080
CTTT7CATOATAC7COCATOCA~C7FGCACG?ACCT~G¶CTTTcOG»JC».~ACTO
¡4 A FUE F V DE MP T SL LS SU TU
ATCOCTTT7GACOAGTTTGTOOACnAATGTTTACATCATTOCTATCATCTCACAcCCTO
081 5.980
TACCOA>AACTOCTCAAACACCTOTTTTACAAATOTCTMCCAT>flT>flACTC7CCCAC
O E Y O AV R VV LaN HL a E SL’ U
OACCACTACCM%CCAOTTAOOGTOTACTTOAOAA.ATCACTTOCCCA).GTCTCTTATACAG
941 6.000
C7OCTCM0O7TCOTC~ATCCCACATO»C1C777AC¶OAACGCC7TCAC>ZMTrTG7C
¡Ca PU Rl O
7 U 1< 0 ¡4 U E K 1 T V A O T Y 1 0 E T E
ACCTT0AJACG7XACOA7AAOAANATTAOCCTOCCAOCTACGAACATTCAOGWCAAL~
301 6.060
TGCAAOTTTCCATTCC7ATTCTTTTAATCOCACCOTCCATGCTTCTMCTOCT7TCTTTT
VII F FUI LP’ VTA PV Pl SS VP
O DPV V DF NOS U! NL SER F TI
CACCACTTTCTCOTAGACTTTAACCA07CTCTAATT>ACTT0TCTAAA~TTTCACAAT7
361 6.120
OTCCTOWCAOCATCTGWTTOOTCAXSAOATTAATToAACA43ATTTOCAnflTGTT>~
CS E T TSE L140 Rl LKOL REVI
PS ATT F NS? VG V FN IOTAS E O
~
6.121 6.180
CCTTCCGCATGTTCCWTTCTT~6ACATCCOCACO~TTTO7ACTOCOGCTAACTTCTC
CL R V VN L LC T PTO P XV A ‘SS
0V LVI SAE F STII LUX LLANA
CAATATCTCGTTATCTC~C~A&TTTTCTACACATCT7OACATOTTACTTCCTAA~CC
6.181 6.240
CTTATACACCAATAO~Tc0TCTT».AACATCTOTAOAACTCTACMTGA.ACOATTCCCC
W VA TI E A SN EV DR SN NS ALA
PNMOKASVLART ¡ VVDU FE E
TTTAACATCOATAMSCM~~TACTC~CIOGCACMTQ3TADTACATGATTTTCMAAA
6.241 6.300
AAATTCTACCTATTTWTTDCCATCN3CCACCCTOTTAGCATCATCTACT»AACTTTTT
EL NS LA LT SAR VI T T SS [<SP
TC E GAI4NC RE? VA PL! SAE
TTCACOcOAGAOCCCCCAAACAATCCACCCAACCCACT700TTTCCTTATTTCTOCTAAO
6.301 6.380
A~TCCCCTCTCC~TTTCTTACCTCCCTTC~CTCAACOMJCOAATflACAD~ATTC
NV PS PAF LP RL O T A ERIE AL
511 NEO E LV ¡O ME Ala NP A N ¡4
TCTATCATTAACMflTMACT~TACACAT~OMGC)ATCDCCAACCCTWCAACATC
6.361 6.420
AL3ATAOTAATTQTTTCTATTTCACCATCTCTACCTTC0TTMC~TTC0CAOCCTTCTAC
1. 5 L T ‘< Y ¡4 W Y T W E 0 5 A T L A Y ¡4 <—orCE
TVNV FVM8IH VXT 5 LS LP EN’
ACCTACAACTATTTCTADCATCACCACTACATGACCAOCCTTTCACTTTTTCAAAACATT
6.421 6.480
TGGATCTT3AT~AGATGGTAOTGGTSATCTACTCCTD0GAAAflTCMAAACTTTTGTAA
0< PI¿VVE EA
6.481 CATTTDTO0TATG¡fl~AMcCTM GCTGADCAAO~ bA5DD~cCTAT 6.5<0
0Tfl>&ACcATAC~CTCCTT~ATTTCalACTCGTTCCDCCCOTTATDOCCD0GATA
orfió Pi 5 Y K 0< Y E R ¡O U O K
TTTATTA>flTG»i0OOOACTflATG~TTACAAOAATTAC»5~ACATCTTCCTA.~A
8.541 6.600
AMTAATTCATTTcCCCTGATTTACTC>ATGTTCTT>.ATCTTcOCT0TAGA>~CCATTCT
lE LPJEETVE RNA LA? FE PV F
TTC~CTAMCAA>~?JAc~TWAODGTAACDGTCTACCCTTTTTTG~TTTTATTTCA
6.601 6.660
AACT~ATTTGTTTCTTTaCATCTcCOATTCOC~ATCOCAA>AMCTC».AATAA~T
MV? Y Ni VVI8 VP 5W E OLP N DI
ATTATTTCTATAATAT~TGOTMACTATTTCACTTCOCAO~TTTC~CTAATGACATTG
6.661 6.720
TAAT>.AMATATTATAOCACCATTTGATAAAGTOAACCCTCCCAAA~CATTACFCTAAC
DEL Pl E ‘<¡CLI E NG MV AP PH U
AD~AGTTGTTTAT>tAAAASAWCTGATAOAAAATCCCCAT0TACCTTTTTTTCATCATO
6.721 6.’00
TCCTCAACAAATATCTTTTCTTCCACTATCTTTTACCOOTACATCOAAAMAAGTACTAC
t TPO VI AQO O T ROER LII MV 1*
AOADTTTTOODTATATDtDAC».OOTOCAACADCAOGOOWCCTTWCCATTATOACC
6.781 6.011
TOTCAAMCDCATATMDnTGTTCCACCTTCTOCTCCCC7TO0~AATTTCCTAATACTOO
OP U TV OP VM A 55 ¡4 NY PEO [<E
AOCCTTTCACCTATCMCCOOTTAACCCTAOCAGTATOMCTATTTT».AC».ATGGAA.A
6.841 6.~O
TCCO».ACTGCATAnTTcCCCAATTCCGATCCTCATAC,TGA7»>ATTTCTTTACCTT7
lAY TEN U FR VI E EX. NEO NP U
TCOCTTATACTGAAMTCATTTTACMTTATTOAASMTTACACAAGOATflTCCAOACA
6.901 6.
AOCOAATATCACTTTTACTAAAATCTcAATAACTTCTTAATOTGTTCCTATTAOOTCTCT
El E aPO ‘VI FN NN P VE PV ID
ACATTAAAAGACCTTGTATTOTOATTCCTAACAATAATTTC7ATGAOCCGTATA7AOCCT
6.965
TCTMLTTTTCTOCAAOATAACACTAAOCATTCTTATTMAOATACTCCCCATA7ATCCGA
Y L E L P O E E 1 A U 1 E L 7 ~ ~ t ¡4 a
ATTTACAOTTATTTTCCCAMAGTTOOCAOATATTOAOCT7AcCATTCAATTAAATAOAA
7.021
TAMTCTCAATAA.AAOOCTTTTCAACCGTCTATAACTOCAATGCTAA0TT»TT7A7CT7
HA 017 F Y PIFAD MT ¡4 V LS NY
ATOCACAAATTACACCOTAT77OATCTTTGCCCATAATACAAACGTGCTATCTA7GAAM
7.081
TACOTOT7TAATG7600A7AAAOTAOAAACGOC7ATTA7GTT700ACGATAOATACTT7T
¡4 1 P ¡4 E 1 A ¡4 P E P V y y 1 14 E Q E U
ACATCTTTAATAACATTGCCAATTTTCAACOCOTTOTOTATCTCAACAAOCAOAAASACC
7.181
TGTAOAAATTATTCTAAOCGTTPAAACTTCCCCAACACATAOAOTTOTTCGTCTTTCTGG
QDG 03 SP EQ LSD Y 10V FR TU
AACACCCACACACA3TTT».ACACTTCTCAOACTATATCCAASTATTCCOAJ~OCCACO
7-201
TTCTOCCT0TTCTCTCOAA.ALTTTOTCAACAOTCTCATATMGTTCAT»flCCTTCCCTCC
61
1 1
RESULTADOS
A F PL LOE L MU E E La VIINQ L L
CACcGTTTTTACT,OACAAOTTOCACCATCAOWTTAcOACTEJAflAACCAOTTCCTOA
61 7.320
CTOGCAAAAATGAACTOTTCAACOTOCTACTCTTTAATCCTCACTAC1¶~TCAACOACT
T FI 01 ¡4 >0 NP SO E ¡<E R LVV SE
CTTTCATTOOCATAA.ATAACAACCCATCAGATAAM&~OAOCtW7~TA6TCTCCOAAG
21 7.380
OA~ACTAACCCTATTTATTCTTOCOT>~TCTRTTTTTTCTCOCM~CCATCMMOCTTC
A 15 NNO VISAN ¡E VOWI< SRA
CTATTTcTAATAATGcooTTATCTCAccCMTATTCAGOTAccc,~AMTceAcA<sAA
8’ 7.440
OATAAAOATTATTACCCCAATAGAGTC~CTTATAACTCcATCcCpcCTTC>~OTCTTCTT
EF VE LI NEC VOL El SVR PA E
AATTCOTTGAtCTTATCAAT»ATC,TA~CCCTAOAAATC>¿~TMntC~ctG>AA
41 .500
TTAA5CAACTCOAATAOTTATTTACAATCCCCCATCTTTAOTCOCATTTTCOT~CCTTT
T 300 FN Lb [<VAL U LAtE EO T
CCATTCA5CAOTTTAPLCCTTCACAA>GTCCCCCTAOACT , CC CAlI
01 7.560
OCTAACTcOTCAflTTOGARCTGTTTCACCCcCATCTCAACcOTtPTTTCC!CCCCTCTT
210 PS’
TCATTCACCCAOPATAACAC>SCASCAACCATTOCMICCTTTTTMDJITGOCATAflGA
6! 7.620
AOTAACTCOCTCTTATTOTCTTCTCGTTOCTA>CGTTCOAMAATTIT>CGTCTATATCT
OnU Of T O R 2. U O 1. A V O E N O E E L It
AATcC~TOAOOOGA~GcT0OAcG6CTTOOOnTMATO»A~«WaTTTCT~CAT
12! 7.680
TT>OOCCACTOCCCTOC~ACCTCCCGAACcCTCATCTACTTTT~WCTC>»OA~TA
VN TI ¡UgT VNELEKUI8ELVN
TACAACACGATTATAOACC~ACCTATMtC>~TTATTTApcCAO¡T0fi4XTMTCMT
¡81 7.7<0
ATOTTOTOC?>ATATCTCOTCTCCATATTOCTCAATAAATTCCTGTACCTmATC>GTTA
CV SUN FE E E FC [CII F Viii ETC
CC~TTTCAOACAATTTC>AOAAAOAOTXTTGCAAACACTTTTArAACMGCWAT~OOA
~41 7.800
CCTCWnTOTGTTAA>~T-TCTTT0PCAAAAcCTTTCTCAAAATOnGTCCCTCFATCCF
LE T EA RFQ ZALEE VLIIIIEC
CTTG>OACTTTG3CAaTTTCC>nATMCcCTTGWGAAGTTCT,»CM~WTGTTTC
801 7.860
• CARCTCTG»AOcGTCCAAJIOCTCTAT~OCMCTCCTTCAAOATTTGnGCTCACAAM
¡4 L E E Y L A E 2 E ¡4 E A 1 E O L N 0 5
>ATCTGTTTMATATCTTCCTC».ATCAGWCA>flCCTATCflWCTTMJLTC>GTCT
961 1920
TTAGAC»LTTTATAO>J~ACTTTAflTCTTTCTTC~ATAOTTcCT0flTTTMTC>CA
[<¡4 lOT VGNQICAUGQALQTAN
ATGMLTATT0ACA~CCTTOCAMCCAGAA/i5CASA~OCCAAOcCTTOCAMT~CA>AC
921 .980
TACTTATAACTGTOCCAACCTTTCCTCTTTCGTCTCOCcGTTctCM~TTT?O~TTTG
• T T POE RE E IV F TER YCV ¡EV
ACCACACCCCAAOAOCOOAAAO>aTcGTCTTTACTCAOOCCTAC TCATAOAOTAC 8.040
TOOTCTCCCGTTCTCOCCTTTCTTTACCAOMIATOACTCCcGATCccGCACTATCTCATO
AUN LV EN HO [CNN A U TE SN VS
CCTCACM*CTTOCTAO».MCCACC>flAAAAACAACCCTCACACW.>JaCflC~TCTCA
0<1 8.100
~AaCTTO~CCATCTTTTCGTOCTCTTTTTCTTCcGAaGTCTTTTT~TTGCAO>nT
• 0W SOSS LA E RL O FI ¡4 A E LE Dl
• CCCTCCASCOGTTCkAGCCTTCC~CAAC0CTTAC>ACOTMCCCAOflTTMACCATATA
101 8.150
CCCACCTCOCCAAOTTCCCAACCOCTTCCOA.ATOTTOCATTOCCTCTTMTTTCCTATAT
O FO IFNI COK LP LQVF’
CAOTU~A~TATTTAATATATC7~i&~CTCTTTTTACAACTCTTTTM»>OCTOTA
181. 1 8.220
GTCAAASTCTATAAATTATATACACTATTCOACAAAAATGTTCAOAAAXECTTTCCACAT
0rf12 ¡4 E U L 5 5 A E 1 L E Y U 5 II L E E 1
TAGATCAAA$ATTTATCMOCGCTA».ATAC7X¡IAATATCATAOTATCTTP.&MCWTC
22! 8.280
ATC7A0TTTCTA.AAT~TTCOcOATTTTATCATT77ATACTATcATAC>~TcTTCTTTAG
T L F SF00 FA Y SU U CI. Y Y 105
AcCCTTTTCAOC7TTCA.AGACTTTOC77ATAGTGATCAT~f3ATTGTATTATATCCAOTCA
• 281 0.340
TGCCAAAOTCOMAOTTCTOAAACOM7A7CACTACTACCTXACATAATATAOOTCAOT
• NS ORLO DL SE L MIELE?! EV
AATAOCAOACCCTTAOODGACTTCTCTW7TO700Ap>.AMTT»J.CCaATCTTTTAT
3<1 8.400
TTATCOTCTGCCAATCcCCTGMCACA7TTAACACCTAT7TTAATTT~ATASAJ..AATA
NY E SIEN E T P W 71 RES YO PL
CATTA7O».AOCATTGAA>JITGM.ACTTTCTCCACTATCcCCAn.ACCTACC>~CcGTTA
801. 6-460
OTflTACTTTOOTAAC7TTTACTTTGM.AOACCTGATAnOCOTTTTCCATOCTCOCCAAT
OS ¡¡<AL L FI RE El VG AY VS
CMTCCATTA)CO.LCTTCTTATTCATTCOCTTTAACATTCTCCCAOCCTACTATA~CTTT
8.461 8.520
OTTACCTAATTCCOCMCA.ATAAOTAAOCOMATTCTAACACCCTC$CATCATATCCMA
E KL TSE SE U KG POR VID UN
CA~AAACTCACCAOCA>J,AGCMOCTOAflZCCTTTOCC&kflTOATflACCATAACAAC
8, $21 8.580
CTTTTTCACTCOTcOTTTTcGTTcOACTTTCcCWCCOTCTCACTATCTCCTATTCTTO
Y PS RIF LVN E VV MW UNO VI V
TATT,TTCAOtCATACCCCTTGTAAATGAflCTCGTACATTCCGATAACOCOGTTATcOTA
8.581 8.6<0
ATAAA>.AOTCO3TATGCGG>J.CATTTACTCCACCATCTMCCCTATTCCCCCAATM3CAT
T Y’ NY 014 NITO LEE T R VE VOl!
ACACCTAACTATCAKATOAlICATCACAOGACT>flflA~CCCGTOT~ACOTTCAO~T
8.64’ 8000
TOTCCATTOATAGTTTACTTGTAOTOTCCTOATTTTCTTTCCOCACATCTCCAACTOCCA
00 Y, ES DNS TE El ¡4V T ¡40 REO
CACCMCTCTTTCMOAT’T~TC>J
1CCTTTM.MTCAATCT>ACCAA~ATA5>AACCGA
8.70!
CTCGTTCAOAAACTTCTAACC>OTTGOAMTTTTAOflACATTCCTTOCTATCTTTCCCT
otflO 84 3 1 1 ¡4
VP A TV NT A E ACM E NL’
CTACC7CCCACAOTTATCACAOC>~M&2~ACATGM.AACCTATOATK&TTATCAACT
8.761 2.820
CATCO>.OCOTCTCAATACTGTcOTCTTTCTCCTOTACTTTTCCATACTATTAATAOTTOA
LS ETTDTLO 1 EVTCHGDUT U
TOTCCGACACAAcCACA0CCTAC&MT~C>.AOTCACGCGACAOCC>5A4DGATACACACC
8.821 8.680
ACAOOCTCTOTTOCCTOTO~ATCTTTAOCTTCAOTCCCCTO7CCCTCTCCTATGTCTGC
OSCAR VS TV CUCO Y LP LIC SN
,GTCTTCcCOCCTCTATCAACCOTTTCOCATTCTATTTACTTATTCTT».AATCTflCA
8.881 8.9<0
TCAGWCWGCACATACTTCCC&MCCCTAPICATWTOAATMGMTTTT>5ATTGT
1 UUYVIC’<DGY T L La 1 FEE a T
TAOATCATTATCTTAMMAOATGOTTATACATTCCTACCOATTTTTAAA&MCGTACTA
8.9<1 9.000
ATCTACTAATACAATTTTTTCTACCAATATOTAACOATOCCTAAAAATTTTTTCCATGAT
TVOT LKALP
QCOTAC»ACTTTAPJ1A¿3CATTATTTTAAGTTACATCOTAP1CGCTTCACCMCTTTATAA
9.001 ‘ 9.060
OCCATCTTTCAAATTTT~TAATAAAATTCAATCTMCATTC~»&T~TTGAAATATT
orfl4 ¡4 A ¡C T T
»ATTcAATT»aGTTAW.ATAApcAWSAQCT,cXM~»ATGGcAM~AcAAOTA
9.061 9.120
TTTKAGTTAATTCC>ATATTTATTTCTTTTTCTCCATCTTTGTTTAWTTTCTCTTQAT
ELVRG 1 >15W lE FQEIIOOV ES
AACTTOTACCficCTATTCACTCATCGATTA~TTCCAaMCACCMGCl~TCGAG>cCC
9.1.21 9160
TTCAACATOCTCCATAACTGAOTACCTAATTCAAGGTT7TTCTOOTTCCTCACCTCTCCC
LS! E O ¡C O ALA U LS O DIC ¡400 T
TTTCTATTGAGOCTMGCKbCOGCTTOCTOACTTOTCACAO5ATM»AcOOGOA~ACM
9.181 9.240
»OATAACTCCCATTCCTCcGCGAAcOACTGAACAOTGTCCTATTTTTOCCCC7oT$TT
LI L NAO V OK U NT’ [ISA! PP
CCCTTA7TTTAAATCC~AWTTOATAMTTAAATACTATTCATTCACCTATACCTTTTA
9.241 0.300
COCAATAAAATTTAcCTCTGCAACTATTTAATTTATGATAAOTAAGTcGATATGGAAMT
15 VS E EF 5 OVO FN O¡4ETA7 1
7TTCTG777CAOAAOAATTTTC>~CAOT7OACCCTMTCAAA7CAAMCAOCAACCATCA
9.300
»ACAC>)>~TCTTCTTAAAACTCCTCAACTOCOATTAO7:7ACTTTTGTCO77CGTAnT
5 0 0 1. 7 E E Y’ L ¡4 ¡4 0 E 1. V II P N E E
OCCAAOATTTAACAALTTCCCTCTA>ATAATOCOOKRCTOOTTAMtTTTXACAAAO>fl
9.361
CISCTTC7AMTTCTT7TAACCOAOA77TATTACCCCTTOACCAATTTAAATTO77TCTTT
[CD 015 VMD E E LEA 0150 LI E
AAnATOO7ATTTCTC7A>ATÓATOAAOAATTCMAOCAGA7A7TTCTCAACTTA7TOAAC
9.820
TTCTACCATAAAOACATTTACTACTTCTTAACTTTCOTCTA:AAACAOTTOAA7AACTTC
A E 1. T O E P y y U II Y E 8< 1 L L O Y; F
CTAAATTOACAOCOTTTCC>STTOTAT7AAA7TATGAACA7A7TTTAC7TOATKATTTTT
9.801
GA7T7XACTGTCCCAAAOGTCAACATAATITAATACTTGTA!AAAATG>ACTA77M,AM
$ E 1 E 7 5 1 ¡4 1 5 T Y O 1’ P ¡4 D E 4 E
CAAAAATTGAAACATCTATCAATATTTCCACTTATCAACCC777AATOATTTTG700AAG
9.541
GTTTTTAACTTTC7AGATAOTTATAMGG7CAATAG7TGOCAAA7TACTAAAACACCTTC
V T L 7 ¡4 Y’ A 7 >0 E O U 7 y 1 1 5 7 >0 E
TAACTTTGACCM7CCACCTACAAATOAACAAOACACTGT7A77ATTTCMCAAATQAGT
9.600
AT,OWC?CGTTACOTcOATOT7,ACTTOTTCTOTOACAATAATAAACTTOT7TACTCA
62
— I•)•••
RESULTADOS
LV N GE ¡4 1PM FI F V C 5V LV E EN
TATA~ATO0AAMTOAT7TTTAATAOATTTOTTTOC~TGTTTTAOTTC»JJ.~ATO
561 9.720
ATATGTTACCTTTTTACTA.A.MATTATCTA.AACAMCOTCAC&AA&TCAACTTTTTTTAC
DE MII OIT V >05 [lEE ADA! ¡4V
ATWCATATTATTCATATMCTGTAAATTCTCATAAAOAAGCTCACAOAATCCATCTTA
[2! 9.780
TATTTOTATAATAACTATATTOACATTTA~AOTATTTC!T~OACTOTCTTAOOTACMT
TI EN E T QY ROQE 1 LUVN E 10
OCATPARATOC TTTACACAATACAGAGOACW>.AATCCTTGA[~TAAATGAMT?GOTC
‘81 9.840
OOTATTTTACCAA.ATGTO7TA7GTCTCCTOTTTTTTAOOAACTCCATTTACTTTAACCP~
GUA ¡IP E 0V E ¡4PM VE L T Y SrI
AAOACOCACACTTTCAOCGATATOAPAACCCTA.ALtTAOAATTCACTTATMTCCEATTC
[41 9.900
TTCTOOCTOTOMJ&TCCCTATACTTTTOCOATTCCATCTTAACTO».TATCMGATAP~
PP AV ST Y’ TE T Y’ SP T FE T rON
CACC~CTOTA>CCACACCKACCOAAACACCAAOCCCAACCCCTCAAACAACT~AMCA
>02 9.960
OTOOTCCACATTCGTOTOOTTOCCTTTOTOOTTOCOGTTGOOGACTTTCTTCAOCTTTCT
T P Q P 1 A E E 5 ¡4 orfl5 Pi N
CAOCOCAACCAPLTTCCAQAAflAATCTCACTA>AATARA»GGATTTT>J.AJLCATO»LTC
.961 10.020
CTCCLrnTCGTTAACGTCTTCTTAOADTOATTTTATTCTTTCCTMAATTTTGTACTTAO
PEE FEO E EF RAY RO R Y SS Y 14
C>OAAmATTTAnATOMTTTTTCAGCOCTTAC~TG0A~CTATT~TCTTACTCCG
.021 10.080
OTCTTCTTAAATTTCTACTTAAAAASTCCcCAATOOCACCTC~ATMOC~AATOACCC
VEJO NO LI? SIP ISP UN AH 5!
TAOKRaTTOGGCGCTTATCCCCTC>ATCCCTACC>nCTTTGATAActOCMTTCTATCT
• os’ 10.140
ATCTTOCAACCCCcCAAT>tO4OAOTT>CCOATCGT~>flCTATTG~CCTT,JoAT>OA
VE L LA Mt GRAPE QL L UD F VA
A~ACCTTTTOOOOTCCCTACAOOGTOCCTTTAAOCAGTT6CTTOAOGACTTTCTGC~T
.141 10.200
~
LES EL EUY EN ALT E LLEOL 1
TQOAMS~>&CTCGAACACTATMDAA~CTTTAACTGAAC1tCTAGACCAACTTATCC
201 10.260
ACCTTTCYCTT0ACCTTCTOATATTCTTCcOA»XTGACT~MOATCT~TTGAATACO
P LL 1 RRVME 5 EEAUOWPN’<E
CFTTOCTTATC~TAOATACATGGAOAOCMGOM~GAtflACTC0TTT>ATA»JLPI>~
261 10.320
• O»GAATACCCATCTATOTACCTCTCGTTCCTT~CCTGcTGACCAAATTATTTTTTC
AA! VVNE II EP VI UAE !AYCV
• OCCCCATCTACTATAACA>~ATTATCMCCCTTATATTGA00C>OMAT~CT>.MGTCA
.321 10. 380
OCCOCT>flATOATATTOTTCTAATAGTTCGGAATATAPtCTCOTCTTTATCGATTTCAnT
¡4 ¡<Kl A DL £ Y OC ‘ID 0EV ¡<RL DG
ATAAOAAAAT~CTGACCTTOAAnnMAOTACATCATOM0TTMacaCTAGATOGAC 10.4<0
TATTCTTTTAG~ACTOOMCTTTTCTTTCATCTACTACTTCAATTCCCTGATCTACCTO
• ¡<ID AL MUELE ¡<El [<¡(LO DR’
OGATTOA~CTTTAMCOATAASCTAG»>.AP~M.ATCA>GAAACTTGAIZOACAOAATCA
.4<1 10.500
~
T QEVAE LM E Rl T AEINALM E
CACAOG»CTCCCT»~TTW~ACCOTATMCMCAG»>J~CAACOCACTC»C~A
• $01. 10.560
GTGTCCTTCACCOATTCAATTTOCTCOCATATTOTCCTCTTTTOTTOOOTOAOTTCCTCT
‘PS
Al EAL EM LTQAC EMLCVES L
GMTOOAAOCCCV~A»ATCTA.ACOCAGGCTTOCM>ATOCTTTO~OT»J~T~TTGA
• 561 00. 620
CTTAOCTTCCCOATCTTT7AOATTOCOTCCOAACGTTTTACOA).)LCCCATTTT>,~TMCT
P FI L A L Y’ O L A Y’ E C Y’ A K R L 1 X 5
E T La o GALO LV CL L y ALTEO
621 ~ 10.660
• TTTCGAACTCCCCAGTCCGCGAACCTGACCACCCOAATOACCATCOAAATTOCTTCCCOC
PR SP OP A O VP PS VP LE L NP A
A T SQQVY U 7 CLV V [lO TV Q AL
CAACATCOCAACAOCTAATATTAACTTOTTTOGTOO7ACACCAOACOOTTCAAOCTTTAT
661
OTTOTAOCOTTGTCCATTA7MTTOAACWCCACCATGT~TaGCC?TT~>J~TA
¡4 A VP LIX. E NP Y’ VOS PELE!
arElE ¡4 P L E
SE Y’ 7 A E A QE T T 5 QE VS MAPA
CCOAACCAACAO~OG#OcAcAOAA0AccTCOCAGAoGTATcT).~7occrrrAcn
.741 10.800
OGCTTGCTTOTCOCCTTCGTGTCTTTT0CTCOAnCOTCCTCCATAOATTA~GM.ATaT
A V U t Y’ L ¡4.-orfe
T A E 5 T 5 T T A N V E [4 Y’ O T O y A Y’
NT LE MLV VIGA FI E UN YAC SP
ACACOCTTTTCAhCCTCTACTACA0CC>AC0TAOA>4J~CT7TGOTACAOOTOTA0CCCCT
10.801 lO. 860
TOTOCOAAAMTTCOAGATCATOTCO0TTOCATCTT77OA~RACCATCTCCACAT~O00CA
14 TIC A VAN AW OF SO U TUYO Y ¡4
LOO SL C
TOOAcGGAAOCCTATOCTMTOCTTOGCAOTTCTCAOOSOACACAOACTACOGCTACATG
10.861 10.920
ACcrncarc~cATACu&TTACGAACCGTCAAGA&TCCCCTOTOTCTOATCCCCATGTAC
T >4 0 N T 7 V 1 0 Y O Q U Y’ 5 V 14 A 5
ACCAACO0GAACACGACCTATATACAtTACCGGCAW.7OACCCOTCTCTATO0C~TCC
[0.921 [0.900
TOOTTCCCCTTCTOCTGOATATATOTCATOCCCOTTT7ACTCC0CACACATACCOCC~O
[IR PMO E SV E [LEE TEN DUNS
ATCCoTTTCTOOO0cOMTC~GTTOAAATCCTAOMOAOAC».AAflCOATOATMTTCt
10.981 11.040
TAOOC>»~GACCCCOCTTAGOCAACTTTACGATCTTC7CTOTTTTTT6CTACTATTMCA
ITA ¡<IR VEA LE 14W SER Vs 5$
ATCACG0CT».AATCA$,0TTAMCCCCTCTTTTCOTO’S7C>~AACCCGTC>~CTC».AC
11.041 11.100
T>CTOC~ATTTT>CTCTCAATTTOO0C>OAAA.ACCACCAOTTTTOCCC>5T~OAGTTTO
AOV AVEVO 1 El NO RTVWT PS
OCT~CTAT~CGGTAOMTATOATATTAAA&TCA&TC&SCOCACcGTTTOGA~TTTAGC
11. [01 11. 160
COACCCATNICCCATCTTATACTATAATTTTAOTTACCcOCOTOOC>.MCCTGC>nTCG
GV T TU E VI ¡<NUEVA QUE TV T
GOATATACAAC~ATO».OTCATTAA».ATOATOAAO77OCCC»OACtTTACO~TAACC
:1.161 11.220
CCTATATIITTCCCTACTTCAOTAATTTTTACTACTTCkFICGCOTTCTCAAATCGCATTGG
1 P A E E 5 5 5 A 5 A L >0 ¡ N V 5 Y P U
ATACCAflCCC>.AO>AACTTCATC>CCCAGTOCCTTAA&7ATMATCTATCTTATCC>OAC
11.221 11.260
TATOGTcOCCTTCTTTC»~TAOTCOGTCAcCGAATT:ATATTTACATAOAATA~TCTO
QQ VS UN SE Y VO V Y LV NT ¡4K E
GCOCAATATTCAOACAATTCTTTCTATOTTO0TOTCTACCTATATAATACCAXCA>~AM
1.1.281 11.340
CCOOTTATANTCTCTTAAOAAWATACAACCACACATOOATATATTATGGTTOTTCTTT
¡<E ET LEPWAI RE SOlEE T LN
MGCCT»AA~TTAMGCOOTOCCC>ATCOOTAAflACOGCAATCTTTA&OACCTTM.AC
11.341 11.<O0
TT~0OATTTTCCAATTTcOGCACCOGTTAOCCATTCT¡~CCTT>OAMTTCTGGAATTTC
RPSOI FUDRES SIOQO ISEO?
00!CCCTCT~A&TCTTCCAACAflOCCAMA5C>&TTOOCAA5ACATCASOGMCMCCA
11.401. 11.460
CCOGAOACCTT>5MCGTTOTO00TTTT00TC>.AC0OTTCTCT~T00CTTGT00OT
AM A VG Q A VTA PH IV RES O QW
OC».RCOCAOT~CGCAAOCAOTCACAGCACCCCACAC-COTOAOWCTCOCGTCAATOO
11.461 11.520
~TTTO0OTCAOCC0OTTCGTCACTOTCOTOGOOTOTCOCACTCTTTCACCCCASTTACC
700001 OQE
ATACGACAAOOACAOATa~b~AOAATAAOOOAOGfl¡~~CCCTCCTAT7TTT»AG
TATCCTOTTOCTGTOTA7CCTC7TC7TATTCCCTCCCflOT~OOAOOAT»~TTTC
orfl7 ¡4 0 E 5 T E 1 y L Y A E 5 Y’ Y’ E N
O>~>AOACAT0CMOMbCAACCAAQATATGOCTTTA7GCCAMAOCCCTTTTAAAMCO
CTCTTCTGTACOTTCTTAOTTGOTTCTATACCOAAATAOOOT7TTCOGOAAAATTTTTOC
U Y A M• y í 0< Y’ E 7 R E $ II E O Y’ E T E
ATTATOCCAATOTGATTMCTTTOAOACAAOGGAAAOTATQCAAOACTTTTTCACAAAOA
TAATACOOTTACAC1M77OMAC7C7OTTCCCTTTCA:ACCTTCTGAAAAAOTGTTTC7
EN Y’ ¡O ¡Ely Y EV DEY’ GV 70 R 0<
AOAATCOGCATATASAMTTOTO7ACGAGTATOACMC::7CPATATACCCAA>nAAACG
11.701
TCTTAOCCGTATATCTTTAACACATOCTCATACTOTTCkMS7TATATOOOTTTCTTTOC
051V VS GR VE KV E ‘Y y 7 Y NR Y’
0CTCM¿PCGTAOTTTCTOOACOO0TAflAGM~OTATOXkLATGTOACTTA7ATOCGCTTTA
11.761
COAOTTAOCATCAAAOACCTOCCCAICTCTTCATACIVACACTOAATATACOCoA.AA7
1 II 0< 0 FI 7 Y V A Y’ y Y’ O V L Y Y 0< E U
TC>~CA&COGAAOAACCTACTATGCCTTTOTTTTTOACG7TCTCTATATCAATOM.$ATO
10.740 11.021
AOT7GTTOCCTTCTTOCATOATACOSMACAAAAACTO:MGAOATAT>n7TACTTCTAC
A TAXI Y EV D VN [IT YO [lE LOCA
CTACACOCATTATTTAaNOOTCGACOTTTOCAACACCTACCAnCACOAACTAANSCCOC
1[.801 1I.,Ot
CAFO TOCO TAATWTOC700ACCTOCAMCCFTCTOOA rOo7037007TCATT700SCU
63
ir U 1 IjI
RESULTADOS
LMV Y GOVEOOTLPNELWALE
TTMLT0TOATTOOTCMflTCOAACM3C»ACCTtACCTAA?0WTTGT~CTGAAN3
941
AATTACACTMCCAOTTCACCTTOTGOTTTGGMTtGA?TACTCAACAC~ACTflC
OS QQC ES VOTEVATRACEVO
ACAOTCAOCA?~GTTTTTC>flTTCCOACTMATA00CEACA~CT~GM~GTTOGAA
lo’
TGTCAOT03TTCC»AKNflCAACCCT0ATTTATSOJATCTGCC~ACCTCTCCAACCTT
ID TE [4 L VV VA IC TI ¡<84?? ¡<A
?03ATA03GAOTGGCTTOT~T~T03CMJ.AcCTAWATTM.AA1I3ACCACCAN3GC.M
361 12 120
AOCTATOCCTCACOtAACATCATCAOcGTTTTGOATOCTAATTTTACTCOTGOTTO00TT
NR Y’ VM?1S VSCIIQICT EEVFP 1
ACCOCCCOOTCAATATOAOTTATTCAOGTATOCAMAAAOCTTTAMTACTTTTTTATTC
121 12.180
TCG00COGCAOTTATACTC>ATA.~TCCATA03TTTTTTOOAAATT?AT0MAMATMG
PV ML ESO A SS A LP P RAE SN!
CTGTAA.ATTTO»AMOCCAGcOTCCNICc83TT?A?TTTTC,WCCA»»DTATOAT>G
101
CACATTTAAACTTTTCOCCTCOCMJGT¿XOCAnTMM)CWcWTTTTTCATACTATC
API LE TC 15 TESO’
CTTTTACCTTCAMACCTOTATMOCACCTTTTaIGATTGMLTCAAG~CMTPGCAC
!4 1
GAATCCAACTTTTCCACATATT03TCG»>ACLCTAACTTMflTCTCOWTCATt~TG
orfO ¡4 Y Y, 5 R 0 1 0 V E Y E E T
00T».ACCA0ATTGTCAACATGTATTTM.GO03TGACAT~GTMAATACAMG>5AC
801
OCATTTO0TCTAACACTTOTACATAAATT~CACT0T~CCCCATT?TATGTTTCTCT6
TE 00 ¡CT VI EJ LSN 1 TOSVA E
A&C03MCCO$ACAMIACCFATAflGAMTCTTCTCTAATATCAWOA>CQ?TGCPflA
[61
TTOCCTCCCOCTOTTCTCGATATATCTTTA0»kCAOATTATAOT0cCCTTQCOAA~TCT
lCR ¡<MS R >1 Var s OS SSGGCS
CATTOOC>5AAPflAAC>SC00AAACTAT03OACATCTOGA>4TTCATCMOWG>SM.O
21
CTAAC03TCTTTCTTGTOCOCTTTOATMCCZCTAOAcCTTCAAGTMTcOIOCTcCFTC
OS TN ESOD 1 STKES RVRLVT
TGGAAOCAcCAAZGAA>ScGGAOACATflr. ~ a3~,, JaACI~?TAC
81
• ACCTT00TOGTTOCTTT00CCTCTCTAMGTTGCCTcCTTT~CACAATCTQA00MTG
a í TICE LV? DAT AEO 1 AC ‘XC
TAGAATCATTAAMACCTAO rr.r. .,AT03CTCG»flAT00G
41
ATCTT,STAATTTTT00ATCATCcYFCG~TTG?00cCT~ATMWAcCTTMTMCC
NP SAE SN V T A¡( ¡<YE AD VA? C
0AACTTTTCACCAGA~CAA00TCACMcCAAaMATAcGAnGcMACTATscTACTCG
~01
CTTCAAAAoT03TCrTT03TTGCAGTtT~GTTCTTTATCCTc~TCTCATA~ATGACC
VS VS 1< ¡45SF ETA EM LH 05 WC
GTAC$AGTActA0AA>ATGGAAr’~” TATOGGAMCTOOCO
61
CATOCTCATOCTCTTTTACCT?AGTCT030TTOT000CTC?TG0AATACCC?T00A~cCC
A FAS LYS ¡5 LN EAOYROSUC
00CTTTTOCCAOTCTCTACTCTATCAOCTTAnTC»GCTCGATATNWSCGTCMA03G
21.
CCCAM.AcGC?CMAOATOMATAOT~OA&TTTAC?TCI3ACC?ATATCTCCCMTCTCCC
N MW IGIOICQW TOP A A E EL L
CAATCACTG0AT~0TATTOGGATAO0ACAOTG0AOOOO>&C,>.00COCGAOO>~CTTTT
81 12.840
GTTAOTOACCTATCCATAACCCTATCCTOTCACCTCCCCTOGT?CC00OCTCCT00M.AA
MEAR 5 Q OES LW DEN LO P Q EN
OAPLCTTTOCAAOA?~TC»OAATCATTOTCOCATTTTAACCTACJ.ATTTC».TTTAT
41. 12.900
~
[lOES RAU? E ARVAS 5 TASAS
CAACCAAGAOACCCOACC00ATACQTTTAOAC0GGT,~CCArn?CCACAGCA>CCAO
01 12.960
CTTC0TTCTCTCOOCTC0OCTATCC».ATCTCCCCA?030TC»COTGTCOTTCO~OTC
7 NASO EX ¡4 MW E C VA VE E A E R
CACCAATCCAAflCOACTTTAT0A~CflCTO00AnCGCO?ACCCTAT»~,x~03A,~CO
61 13. 020
CTOGTTACGTTCOCTCAAATACTTCTTOACCCTCCCCCATCOGATATTTCTTCOCCTTOC
1 EN
CATACAOCACTAAOICCTOGTTATCTAcOATACAAGA00AACTACAOAnZCOTWCAA
21
CTATCT03TCATTO03OACC»LTmATOOTATCTTCTCCTTOATCTCTTTCCCATTTCTT
TOCCAOAAOCAACAOAMCOO2¿QCACT»A?O».ATCAAOTCAcOOGTACCMLCAA
81 1 13.140
ACCOTCTTC0TTOTCTTT003ATTTTCOIW.TTTACTTT>~TT~TCC~ATCaTOTT
arfiS [4 Y, R L V A L V 5 0 L L O O C
C00TOGGAMTGCCCMTCTTAcCCCT>tTOQCCT?OTATTCTCAACTCTTOOC03OTTO
12.000 13.141 13.200
GOCACCCTTCACC00TTACMTOCCGATCAOCOOAACATA>&AGTTOAGAACCCOCCAAC
U 1000 IN T ?N FMONC AQASO
~OACAT00O00CAGOTATCAACACCCCCAACCCCAACOOCAACCOCAGACAACCCMTC0
12.060 13.201 13.260
0CT0TMCCCCCTCCAT~TTOTOOGCCTTOOOGTT0C00TTGCCOTCTOTT00GTCACC
SU TORO MSA SN 1 OC DV 014 E A
AMJCCATACACAAWOGGTATGACTCCtAOCAACATTGcOOO03ACTATGACTOOCAACC
13. 261 13.320
TT03CTATOTCTTCCCCCATACTCAOtOTCGTTC?ARCCCCOCTOATACTCACCCTTCO
LOI¡(VAFUP SWAOLFIVGC IV
OCTGOGCTGCM>GTC00ATTTOACC00TCTTOGCCTGATTTA00OGTACCCTCCATTOT
13.321 13.360
CGACCCEACCTTTCNCCTAA.ACTOCGCAOAACCCOACTKAATOCCCATCCCA00TAACA
C Y IP 505141W 0 MT SVI 5 AV$
CTCCTATATCCWfl03CAAOCM?ATCTCOOOOCATA03TCTOTTATTTCAG00GTCAA
12.2<0 13.381 13.4<0
OA00ATAT~4GTT03OCT?00TTAT>OACCCC03TATCC~AC>ATAMtT00OC~TT
055V DVI E QN Y AWN O Y? TER
~CTCAA0CTATO>mTTAT~AAC»AATTATCCTTGAATOOCTACAcCAC~>.A~
12.300 13.441 13.500
Gc03fiaTT00ATACTOCAATATCT?OTTTTAATA03M~CCTTAC03ATGT~TGTCT?0C
T CID TI AMI EsII V PP E VV A
CA~G?ATmATA00ATTCCCAATATTOAA>rnATTATCTACCCTCC00»STTCT03C
12.360 13.561 13.560
CTOCCCATATC?ATCCTAA00CTTATAACTT?CATAATN3ATOOGACCGCTTCAACflI03
CODI GEl TON TODROLOMOD
>COTGO03ATATTGGMMATAACAOCTAACACAOCmATMIAt>DTT,GOAAAcGGG3A
12.420 13.561 13.620
TCCACIZCCTAT>J~cCTCTCTATTOTCCATTOTGTCCTCTA?C?0TCAATCCTTTCCC8XT
VS [<TAP UVE AL LI EV UVE FU
CTACPCAAM,AC~CCTTTGA03TT0»$CCTTACTAATTO>c0T0GA03TATTTTTT0A
12.460 13.621 13.660
0ATONFFTTT?O0~AA&CT0CAAC?T000AATGATTAACTOCA~CTCCATAMJJ~ACT
VRPNVVE 1 PN LLE 1 AVOO 10
CTATOX4CTAATGTATATGAAATCC00AACCTCCTW¿3ATMCTTATG>JZM3ATACA
12.540 1.3.681 13.740
GATAG0300ATTACATATACTTTASOCCTTCGAQGATTTCTAT00MtTACTOGTCTATGT
60 LAS V ¡40 ¡<0 U LE! E VOL Y, >1
AG>WGCCTAWCTCATACAT0OGTAM5A03ACCTAGMAT>0A~TACAACTATTAAA
12.600 13.741 13.800
TCTCCC00AT003~TATGTAGCCATTTCTCCT0CATCTTTATCTTCAT0TTGATAATTT
EF? El ELY DI VOMSYVYOP
TA5TOACTTTA00GAGAT?G~SCTTTATOATATTTA03GT».CAOTTATGTOTATCAACC
12.660 13.801 13.660
ATCACTC>AATOCCTCTATCT*mAAATACTATAAATOCCATTGTCAATACACATMTTGG
Q Y LP ST! U £ AJO KV [CVI VS & 5
GCAGTATTTAC~A5AACCAT~AcOA>~CACACAAGTATAA>STTATTCTAA&03OAAG
12.720 13.661 13.920
00TCATAAATOOCTCTTGOTATCTOCTTCOTOTOTTCATATTTCAATAACATTCOCCTTC
‘Rs GV V FC V LIEN NY A SA
LO US$0 VM 1>0 E LEV MM AM XV
12.780 CCTTO~AT~CAATCAQGTTCATATCAATTTTCTTGAOTATAACAA03CTPACAATOT
13.921 13.980
GOAACC~CTAT00TT~TCCAAOTATA0TTAAAAOAACTCATATTO?T000ATTGTTACA
EF! A’ L MX DI ¡<‘<LI VV 5V IV
5 VAU’<N 1 LOS L ESCDWAE ¡OH
AAOCTATCCTOATAA~AATATTCTOOATAOCTTOOAAXOT0CCOACTGGC~0C>ACACAA
13. 981 18.080
TTcCATAcCACTATTCTTATAAGACCTATOOAACCTTTCAC00CTGACCCGCCTTCTCTT
A IS! LINO lA QE? AV PAF VI
P EH F’<YOLM OVTO’<S VA’ L[4
TCCACACCATT?TAAATAOOCTTTOAATOACOTOACACCGAMA$00TOOCTATTTTOA.A
14.0<1 1<100
AGCTCT00TAAAATTTATCCCAAACTTACTOCACTOTCCaTTTCOCACCOATMAACTT
le LX ¡<PV? Ql VM C PP A MS NO 1
DA E A SY 1 Ql ¡O ENO HE lITO L T
TOAOOC?~AAOCCAOCTATATCCA~AOCCATAROAATCAAATGCAACATACAC>~CTTAC
‘<.101 ‘<nEO
ACTQCtTCTT~TcCATATAOOTCTOOOTA?TCTTAOTTTACCTTCTATGTCT00AATO
y C F O A 1 U L A ¡4 1 1 L U E Neorfd
PEEN RU ML E Q SV DL SM 1<0V A
GTTTflAOAOMkT~QCGACATOCPOWCAOAOCOTAOACCtATCTAATA.MCA~T03C
13.080 14.161 18.220
C».ATTTCTCTTAOCCCTCTACOACTTTOTCTOOCATCTOCATAOATTATTTCTTCACCG
TAN SO A SV NAQ FAVOS AMIN
TAC>5CAMCTCACAAOCCACCTATMCCCACAATTTOC03TAGATMCOCCAATATCAA
14.223 14.260
ATGTCOTTTGAOTGTTCOOTCOATATTOcGTGTTAAA03CCATCTAT03COGTTATAGTT
64
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RESULTADOS
0W TE GAS GIL N y Aol> Y, L 1014
CCAATGOA03OAOCGOOCTAGTCGTATCTTAM00TAGCTOGAMTCTCTTAACAGGOML
81 14.340
GTTACCTOCCTCC00COATCACCAT>CAATTTOCATCOACCTflAOAGMTTCTCCCTT
EOGALOO LASGONlIVEMAN A
CTTTOCOOGcOCACTTCOTGOCCTTOcGTCTOGTGGTATGAMGTCTTTM03CTAACCC
<1 1<.,oo
GAAACCCCcCcOTOAACCACC*GAA00CAOAOCACOATACTTTCMAMT1GOIATTGOC
DV 140EV V 000 Frs EN MALES
TGATTATAB~TCATAA,GTOOTCCAACAhQ0TTTCAC>Jd303AfliAC>A00CflTG?~TC
01 1< .460
ACTAATATTACTATTTCACCA00TT0TTCCPJSTGTT00CTTTTOTT«~AAACTTTAG
O SNALANNICS’<I ALDOS IRA
TCAOTCMA03CACTTGCAAACAT0A>MCTA>.OAt~CACTT01ACO>rnCTATCMAGC
61 14.520
AOTCAGTTTC03TOA>&OTTTOTACTTTAGATTCTAT03TGAACTGOTCAOATAOTCT00
NAT ¡4AU LOMOPI SVOO!GN
TTACAACOCAAO0ATCOCAOACCTACWAACCMCCTATC~0TGCA~CAAAT00OOAA
21 14.580
AATOTTGcOTTCCTACCOTCTCGATGTCTTGGT00OATAGTO3CA00TTOTTTAOCCCTT
OLAF 05014 RL T UVYWEVS LA
TGACCTTGCTTTCCAOAGTGGGAACAOACTGACJCA00TTTATtOGAANnCTccCTAGC
81 1<.640
ACTO0AA03AnG0TCTCAOCCTTGTCTGACTGTCTOCMATAAOCTTTCAO~OGAT00
01< E IX GRANE Y! ¡CC YOV LVN
~
41 ‘<.700
AGTTTTTaTTAGTACCCTOCC00TTTaTCATGTATTTT,mRTACCCCA00AACMTT
leE TN UALS VNRS REAPNV ! [<
01007TCACWTGA03CTCTMGTGTAATGMGTCANAMA00CTTTMTTATATCAA
‘01 14.760
OACCAAGTOATTACTOCOMATTCACATTACTCCMTTCTTTTSWAMTTA&TATNTT
NI [IVIO LOT
GATGATTAOSTT>ACCTTOGAACACTA>flAGCCflCCAOTCOCACATO?.A00CTATTCA
‘61 14.820
CTACTAATTOCAATTOGAACCTTGTOATTCTOIOTTCGTCPO03TGTACTTG00ATAAGT
Al EOSGVR IWNYSANEEUGI
GGCTATTTTTCAGTCAOGTGTCAG>ATATGGMTTATTCMcC>.ATAAIGMGA00GCAT
21. !<.880
030AWJOTCAGTCCAC>aTC-ZTATACaTAAT»rn03OZTATTTCTTCTGC03TA
LE DIO KM NP MP
TTTGTTTGATATTCAflAAAAMfiACCcIP.ATTTTTAA»GIA!tMJfl¿¿GAAATAGiA
AAACA>.ACTATAAGTCTTTTTGTTGCGCT¶AAMATTTTCATPCTATATTACTTTATCTT
orfzo 84 E A 7 E E 14 Y N E Q E >1 L 5
>GASTOATTTTCTATOGAASCAACTGWJJdGGTACAATOtECAGAMATCCIATCTT
>0 15.000
TCCTCACTAAOATACCTT03TTGACTflTTACCATGTT~03TCTTTTA00ATMAA
NI4QV LIOFVI 0G?OIG’<TEAX.
1ATAAcC?~TATTTAAA01TTOTTAT03GTGT00TOGAATTGGTA.~ACCTTTG0ACT~A
o! 15.060
TATTOOTCATAMTTTO».ACMLTAOCCACCAOCACCTTAACCATTCTOOAMCOTOAOT
• EEV LEE REí E¡CGEQF 1 VLRR
• AGMATATCTOTTTA».AOGTTCATTOAGAAAG600AACAATTCATCTACCTMCOCOOA
“61. 15.120
• TCTTTATAGAC»ATTTTCCA~TAACTCTTTCCCCTTGTTPST>~ATOGATTC00CCr
• M 1<5 E LOA’ DEDEE ETIE LL¡<
ACAACTC~AOCTTOACCOTATC0ACAAO0ACA~TTTTTTACTAC00~TTATTAA.A0C
• 21 15.180
TOTTCAOTCTOOP.ACTGCCATASCTOTTCCTOTTC»AAMTGATCGCTCAATAXTTTCC
OVE TIO E EV 1 USUAS [CI MíE’
»&TTTTCACTMtCTTTGAASTOATTOAC>A00CCAGCAAAATCCATACTfl~ATTA
81 15.2<0
TTCAJAN3TOATTOAAACTTCACTAACTOTOGCTOOCGTCOTTTTAOGTATGATTCTMT
IFa AUN ¡4 E E E EM’ LV LS ST E
TTTTCAOAGCOGACAACATOGASGAA&AOG>AMTATACTTOITTTATCTTCTACTAMA
41 15.300
».AAOTCTCOCCTGTTOTACCTCCTTCTCCTTTTATATOAAC>JaTAOAAOATGATTTT
II L ¡401<7V CV LES L $ T WVU
TTATTCTTA>COOOAAAATCOTTTGCTATCTCflOAOCCTTTCTACATOOOTAGACTTGA
01. 15.360
>ATAAOAATTOCCCTTTTAOCAMOOATAOAGTTCTCOOWGATOTACCCATCT0M&T
[<05EV 0EV X SIL YO EV LID y
AASO0TCAOAOTATOAT0AOOTAATGA&TATTCTATACCATGAASTATTOATAOACOTTA
61 15.420
TTCCCAGTCTCATACTACTCCATTACTCAT»ZATATOCTACtTCATAACTATCTOCAAT
TS EE RV LUN EVEA LtN Pl PS
CCAGTWAAGAOGTAT CTCOATAA00AGGTOOAACOOTTACtAAATTTCATCTTCTCAO
21 15.<80
OGTCATTTTTCTCCATASAOCTATTGCTCCACCTTcOCAATGATTTfl.AOTAGM&AOTC
VPRRRDOCHAV LLS N AS 14 FN
TATTCM,AOAa0ACOGTGTCATOCTTATCTACTATCAAJLT0CAA~TAATTTCMCA
15<81 15.540
AT»TCTTaGCCCToCCCAC>cTAC0AATAOATGATAc7TTA03TTCATTA?~TTOT
MP YE A E LEE Y DONO E~ E VN
ACCCTTATTTTOCCTTTCTCA0TTCTATOACOACAACOOCAAO~6CTTTTA~TC~A
15.5<I 15.600
TGOOA&TA)M00OA>OAOTTCAASATACT0CTGTTOC00TTcOCOA.A>~TGTT>OACT
‘<OOAl LI E VP? MSA POTE E E
AACAATA
00CAA0CTTGATAGAOTTCCCCCC’TCATTCAnCCTTTC>flCAGP&~AAO>¿A
15.601 ‘5.660
TTOTTATGCGTTGGAACTATCTCAROZICOGOAOTAA0T>XCAAA&TTT0TCTCCTTCTTT
E E SOPEE L LS ‘<SSE VES VAN
AAOAGAO00GATTCTTTAAOCTATTOA0TAAOTCARSTATTTATGAA~03TT0CTAATA
15.661 15.720
TTCTCT03CCTAAOAMTT00ATAACTCATTCAnTTCATAA&TACTTT00CAJ&CATTAT
E E O! ENO ¡< NI A Kl E OLE SA
AtOAJkTflCAOATTM0AA00ACAAGAATATAOCA»J~ATTAk&OGCTTGAAOTCTAOOC
15.721 15.780
TACTTAAAOTCTAATTCTTGCTGTTCTTATATCOTTTTTAATTTC03MCTTCAGATCCG
LVS PYCUGTE LTGY VI ON?IV
TATATMTTTCTATTOTOA03GTACTTTCTTMOIOOGTACTATAT00ACAATATOGTAT
15.781 15.840
ATATATCAAMATAACACTGCCATO>.AAGAP.TTOCCCCATOATATMCTGTTATACCATA
Y 1 A[<OEDEN LT AYO LEVEQV
ATATTGCTAAA&0CTTT0ACAAAAATU9A23CTTATTOTTTAGAAG~M2~OTGO
15.841 15900
TAl> 00ATTTC03>MCFGTTTTTWCTOO03>.ATAAC>AATCTTCACCTTOTCCACC
EUGEVVLNICAS ALOET LAS L
AAOA006GTTTGTGTACETG>AT>JJtCCAOO0CACTAOGTAMACUTB~GMTTTGT
15.901 1 15.960
TTCTC>XCAAACACATCAACTTATTT00OTGOOTOATCCATTTTOAAATGCCTCAAACA
Y LIC MM FI VEO LETE ¡4 EF! EV
ACTTAW>JLUnTATTTATGMOATTTAOAMCTK»JLAC».ATTTAT>GAOGTTA
15.961 t 16.020
TGAATTTTTTATACAAATAAATACTTCTAAATCTTTGATTTTTGTTTAAATATCTCCAAT
orfZl¡4LYN !NLEVA[<ODV III L
1 NIIVI
TCMTCATGTTATATAATATTATCCTAOAWTTGCT>X*OCCOACTATATCACAATTCTT
16.021 16. 080
A0TTAOTACMLTATATTAT>.ATA03ATCTTCAA03ATTTC00CTGATATAOT0TTA?~AA
PALI LEDE 1 TGELEAWESEV
TTTGCTTTGATTCTGTTTGACTTTATCACAGOCTTTTTAAAGOCTTOGAASTGGFIAA&TG
16.081 16.1.40
AAACOM.ACTAAGACAAACTGAAATNJTGTCO3AMflTTTCOt>ACCTTCAGCTTTCAC
TDSWTGLEGV 1 [<MT LT E IP Y
ACCOATWCTCGACAOGOTT>AMGO>STTATCAAACATACCCTAACATTTATTTTTTAC
16.1<1 16.200
TO0ClMCOACCT0TCCC>tTTTTCCTC>J,T?~TTTOTATO0GMTGt»JX»A>J.AT0
Y EVAVE LT VI IOAMAVOO 1 L L
TATTTTGTAGCOOTATTCTTAACATATATTCACOCTATOOCA0TOOGTCAGATTTTGCTT
16.201 16.260
ATAAMCAT03CCATA?CAATTOTATAT>3TOOOATACCOTC>~CCA&TCT>».ACOM
VII N LVVALS ‘lIEN LAVNOV
OTTATCATTAACTT0TACTATOCACTTTCA.ATTATOOAkRATCTTOCTGTTATOGOTOTC
16.261 16.320
CAATAOTMTTOAACATOATA00To>AP~OTTAATACC7T7TAO»~COACAATACCCACAO
PI PEEN lAR yO E E LO E VTA O
TTTATCCCTAfllTTATOA~0CT>S>CTACACOAAO»CTOCAOA>~TACAC00CAC>.A
16.321 16.38(2
AAATAOGGATTTAAATACTOCCCATCTCATOTCCTTCT7AACOTCTTTATGIGC00TOTT
orf22 14 y ¡<
LOA 01<0 L LEE E E OEE’<
CTAGAO0CAG»>JflACCTOCTAOA~0AATTTAMO0AOAAAA0AMTAATGGTT».M
16.381 16.440
OATCIOCOTCCTTTTCTOOAcGATCTTCTTAAATTTCC7CT77TCTTTATTACCAATTTT
EMULE VUV SS ION GV OIT OIL
ATGATTTATlTGTA0ATGTTl~flGTCAC>ACOOTTACOA7ATAACN3GTATCTTGO
16.441 16.500
TCT7ACTAAATAAACATCTACAAAOTTCAOTOTTGCCXNTDCTATAT7OTCCATAOAACC
E O MO T 7>071’ E’ SE 57 TV L >0
>CCAAATGOOAACMCTAACACOATCATTAAMTFTCTOAPP.OTACoACCTATTTAAACC
16.501 16.560
TOOTTTACCCTTGTTOATTOTOOTASTAATTTTAAAOAC7T7CATOCTO0ATAAATTTOO
FC LS AOVE OS NP! 0EV MEAR
CTTGTTGTCTGCTCAPOICOAOC>STCWCCCIATTOOCTTTTATCACTTCOCACGCT
18.561 16.626
OAACOAACAGA03AOTTCACCT00TCAOTTTGCOATAACCGA&AATASTOAAO00TGCOA
65
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RESULTADOS
E OGUVAEAE RE AQE E LI3NVP
7TOGCOGAOAcOTAOCAOAASC03».AflAOP.AOCOCAOTTTTTCCTlGACAA~Tt3CCTA
.621 16.680
AACCOCCTCTOCATCOTCITCOOCTTTCTCTTCOCOTCAAAAAOGAACIOITGCACOGAI
¡40V EV LV LO VEDO PS O DAQA
TGCAAGTTAAATACCTIOTATTO0ACTA03A0GA03ACCCAP~C~MA03CACA~03A
.681 1.6.740
ACOTTCAATTTATOOAACATAACCTOATOCTCCTOCIGOOIT00CCTCTG03TOTT00CT
NTNAC La Y’¡4QM 1 AUAOYKP 1
ACACTM~(2OCATOCTTACOClTTATOCAOATGATTOCTGA03CTOOAlAl»ACCTAlTI
.741 16. 800
TOTOATTOCOTACOAATOCOAAATACOTCTACTA&COACTO03ACCTATAIITOGATAM
VVS VE Y’ Y’ T 0<00< VOVOQI LAO
ATTATAGTTATAMCCOTTTACACATOAT>.ATGTOOACTATCAGCAA&TCCTTCCACAOT
.801 16. 860
TPJtTATC>.ATATTTOOCAAATGTOTACTATTACACCTGATAOIOOTTTAOOAA00TOTCA
FE NS L W ‘AOVO LN UGT AN FE
TCCCTAB~TTCTCTATOGATTOCAOGCTATOGCTTAAO&OATOOTACAGCTAACTITGAAT
.861 16. 920
PJSOOATTAAGAGATACCTAACOTCCOATACCOAATTTOCIAOCAIOTOOAIIGAAACTTA
VE PS MUGIR 14140V 55 NP FU 1<
ACTTCCCAAOCATOOACOOOATAAGATOOTOOCA&TATTCTAOTAA~C00TTTOAC>.AOA
.921 16.980
TOAAOOOTTCOTACCTGCCCTATTCTACCACCGTCATAAOAICATTGGOCMACTOTTCT
Mí V L LUDE E DDE Y’ E TAO T ME
ATA7TOTACTOTTAGACOATOAAO>.AGACOACMGCCAAAOACCOCTGOM03TGGM¿C
981. 17.040
TATAACATOACAATCTOCTACTTCTTCTOC7OTT00GITTCTOOCGACCTTOCACCTTTO
O U SEO MM PR R ION OSE PV NEW
AAOACAOCAAOCGOTGOIOGTTCAOACOAAACAATOOCAOTTTCCCTIAíAATAM~OOO
.041. 17.100 1.6.361
TTCTGTOOTTCCCCACCACCAAOTCTOCTTTOTTACDGTCAAA&OGAATATIAIITACCC
E’< 1 GOVWY Y FUS EGYCLTS E
AAAAAATCOOTOOTOTGTOOTACTACTTOOATJO&TAAAOOATATTOCFIfl00AOW>.AT
101 17. 160
TTTTTTAOCCACCACACACCATOATO>J.OCTATCATTTCCTATAA03MTTOCZ00CTTA
ML ¡CUNEE 14 VV LE UN GAH AIG
OOCTC»AOATAATOAAAAATOOTACTACCTCPJ~GGACAACGOCOCMtlGOCOACTOGTT
161 17.220
CCOAOTT7CTATTACTTTTTACCATOATOOAGTTCCTOTTGCCO03TTAC00CTOACCAA
14V LV OSE 84 Y VMD OS O AH VTO
OOOTOCTAOTCOOOTCAOA5TGGTATTATATOOA(2OATTCAGCCOCTATOOTTACTGOIT
221 17.280
CCCAOOATCAflCCCAOTCTCACCATAATATACCTOCTAAOTCCOOOATACCAATOACCAA
WVEV EMNMYYMTN E RONNVS
OOGTCAAGTATAAOAATMtCTOOTACTATATOACWIOAlCOICGTAACATOGTIICTA
.281. 17.3<0
CCCAOTTCATATTCT7ATTOACCAToATATACTOTTTACTTOCACCATTOTACCAAAOAT
MEE’ ESO ‘<0W Y [<¡4 MT NG! LA
• ATOARTTTATTAAOTCTOOAAM,OOTTOGTATTTcATOMA~AA~.00O,flAGcTTG0AO
[.341 17.400
IACTTWTAl~TTCAOACCTTTTCCAACCATWOTACTIOTOIIIOCCTCT00AACOTC
U MPS E TE E PDO LI T VA
4
ACAATCCAAnTTTCACO»>nAACC>SACOOOCITATAAC00TAOCAT?¿nAAOMA>n
.401 17. <60
TOT7AOGTTCnAGTGCTTTC7TOG7CTOCCCGAATATTOOCAT(2OTATTTTTICITITC
CTAOTAOGATTTTCCTACTAOCTO7TTTTATAOTCTOCIATMLITIIATMSCATCTTCO
.461 ~ 17.520
OATCATCCTAAMOOATOAICOACAAAk~TATCAOACOATATTAAMTATI03TAOAAOC
TCTOOAT7ATCCAOAOGOATOOARCAOATTOCAOACAOOA(2OCTOTTCATCTGATTOTAT
.521 17.580
AOACC7KATAOOTC7COCTACCTTOTCTAACOTCTGTCCTO~OACAAGTAGACTAACATA
T7CTOTAAOTAGTOAT7TTCTAOC7OTTTOTAATTOCIOATATOCTITTCATATCCAOCC
.581. 17.6<0
AAGACATTCATCACTAAJ.AOATCOACAflCATTAACOACTATACGAflAGTATAOOTOOO
AOAOA?AAOGAOTOGTOTAOGTTTATGADTTOCTOOOTCASTCTTGCCTTOTCTAOCCCO
.641 17.700
TCTC77TTCCTCACCACATCCAAATACTCAACGACCCAOTCAOAACOOAACAOATCOOOC
TCAOGTATOC77TCATCATT7CTOA&AOCOTTTCTAAATAGCETOT»ATOAATOTATAA
.701 17.760
AOTCCATACOAAAOTAOTAAAGACTTTCOCAAA0AT7TATCOAACATTTACTTACATATT
CCAGTTCATCAAOCG7TACCATTCCCCOAACOCTGOAAOCTSTTASGCTTOCAATCTT7T0 1.8.961
.761 17.820
OOTCA.AO7AOTTCOC»tTCOTAAGOCOCTTOCOACCTT(2OCAATC(2OAA(2OTTAOAAMC
ACCO7OTMLCCT7AAAC7OTTT7CAAATTOTAAOGCTATTTCTTOCTOTTCTAAGCOTOT
.821
TOOCACATTOGAA7TTOACfl,AAOTTTAACATTCOOATWOAACOACAAOATT00CACA
17.000
TTTOTCíTCCATAOIATTAACCCCCTA03TTTTCAACATMO~OACTAOACOCAAAPTAO
1>. 881 17.940
AAACAOAAOOTATCATAATTOOOOGATOCAAMGTTCTATTCOCTOATCTO(2OTTTIATC
• 00V >0 ELY AV La LIS
AAOCCOTOITACIATCOTTTTCTCGCTTTAACTTCOT0ATOOTOCTTíOTTOTTOCTC~
17.941 18.000
TICOOCACAMOATACCA)AO>O».ATTOMOCACTACCADOAAACMCAA00AOTT
A INSUME RE LE T E T SOQO EL
OTTOTTTTTOTTOCTTGAA.AATOGTATAOGTCAAGAOTOACATAATCACTAGA»AACCA
18.001 18.060
CAACAUJ~CAACOAACTTTTACCATATCCAOTTCTCACTOTATTAOIOATCTTTITOGT
01<001< PI T Y T L LS MIV L PV L
AOATOOCAAOGTTACAXOA>~COAACOACCAAAACCAO>~A03ACCTTITITGTTTFJLTT
18.061 16.120
TCTAC03TICCAATOTTCTICOCTIOOTOOTTTTOOTCTTTOCTOGAMAAACAA.RTTAA
‘AL NC SAE WW EME RO ‘<¡<NL E
IOTTAIATOAATTTTTCATTT7CTTAATACCTCAATTTOAATAATTCICTTTCTACTOAT
18.121 18.1.80
ACAATATACTTAMA?CTAMAOAATTATOGA0TTAAACTTATTAASAOAMGATOACTA
¡4 Y 5 >0 E N <—orfo
WTMOIAACCTCTAATATACCTTTOTAAOCTOTAGACCC00TCTOGTTGOTAATOTTO
18.181 18.2<0
TTTATTCATTOGASATTATATOOAMCATTCOACATCTOÉOOCAGACCAACCATTACAAC
TTCTACATCATATAY’LOTTATAAGTAOTOOCTCAAATOCCCTCTATAT00TCCATTATASG
16.241 18.300
AAOATOTAnTATATTCAATATTCATCACCOA0TTTAOOOGA&ATATAOCAOOTAATATCC
~
1.8.301 18.360
GAPtATATOCTOATTATCGTATTAOATTCCTTTACTATCCTTT03OTA&TIIIATTATAAC
CTTOAOGACCTTTCIAACCOO7TCTATTTCAOTTOO».AAATCTTOITTAAATWIICAI
18.420
OAACTOCTOOA>AOATTOOCC»&ATAAAOTCAACCTTTTIAOAACAAAIIIASCAAOTA
CTAOTAAC00TCCCTTCCTTOTACATAODOCTCAAACOCTOATTTT».ACAAT>ATGTOA
10.421 18.480
GATCATTGOCAOOOAACGAACATGTATCOCGAOTTTGOGACTAAAATTTOTIATTACACT
Y GO a o 0V Y RE FAS E L CV MS-
ATATTTTOAOTATTTCAAOT7TTTCACTTCCTCAAAOATAATAAOCOTOTX2~OCTC
18.481 18.540
TATAA.MCTCATAAAOTTCAAAAAOTOAAOOAOTTTCTATTATTCOCAC»ATTCOCOAO
Y E 5V EL ¡4EV E EF:’ L T NL RE
orf2í ¡4 0 E E 1 5 T 1 5 1 Y L E E
ATTTTTAAAATAO7¡aS¿IOGACTTCT7TATATCCA(2OATTTC7ATATACCTCTTTTTC
18.541 t 18.80(2
TAAAJ.ATTTTATCAAOAOTACC7OAP.OAAATA7AOOTOCTAAAOATATATOOAOM.RA.AO
MEE VN E MV E EV ORN AV VE YE
CEO FI VW KL ¡¡47 LV E ¡< RS VP
TO7TTCCAO7TTATcO7CTOOAAACTTATCAATACATTOTATT7TAAOASOAOTTACCCC
18.601 18.680
ACARAOOTCAAATAOCAOACCTTTOAATAOT7ATOTAACATAAAATTCTCCTCAATGQCO
T ELEOD Y’ PEO’ COl EL FTVO
LElON LE LO Y MVV FF1 C TN T A
CTCM~AATAATCTOAAATTO7OC7ATCATOT7TACCCTCCTATTTGTACAAATACACOT
18.661 18.720
OAOTTCTTATTAOACTTT>.ACACOATAOTACAMTOOGAOGAT».ACATGTTTATOTOCA
E L 1 (2 0 E O A 1 M<-orfb
E RFION 1 OH 1 LN QN E ION FON
TTTCOTTTCCACAA7ATCCAACATATTCTOAACCMJ.ATAAOATAOOAAACTTTCAAAAT
18.721 18.780
AAAOCWOOTOT7ATAOOflOTATAAOAC7TOOTTTTATTCTATCCTTTOAAAOTTTTA
POR SEAS EV PS 7
TT7CAACOC7CCAA500TTCTT77G7ACCCTC7ACATAAOAOTATAACCCTTTTTCTTCT
16.781 18.840
AMGTTGCOAOOTTCCOAAOAACATOOOAGATO7ATTCTCATATTGOO»fl.AOAAGA
RE LASE 70 EVV SY LOEE E
AOO77TOCTTTCCCTACAAAAA7ACAGOTOTTTCTATCTGTAAAACCTTOACTTITAOCA
18.841 18.900
TCCAAACOAAAOOOA7GTTT 7AtOTCCACAAAOA7AOACATTTTOOAAC7OAAAATCOT
LNAEOVE 1(2 T >0 RUTE 005 ¡<A
AOTTTCACTAAT77A7C77TCA7O77CATOCCTGCTTGCATAG7CA7CACATACTGO77A
18.901 18.960
TCAPJGTOA7TAAATAOAAAO7ACAAOTACOOACOAACOTATCAG7AOTOTATOACCAAT
LEV LII DEN ¡4 MC A 0 ¡4 T MV VON
TTOATAATCATTT7OTTA7ACCTC7TTA7C7TTC7OA7ACCAT7ATAOCATTTCTC>).AA
44 19.020
AAC7A7TAOT>ACAATATOOA0WTAOAAGAC7ATGO~~~COTAAAOA0TTTT
¡4 1 1 ¡4.—orfa
700TTGTCAROTOT77TTTOA.AA7TATTTTTAATT7ATTTTTAOAAATGTTTTTATCTCA
19.021 19.080
ACOAAOAflflCACM>.AAACTTTAAT».AMTT#AOLT».MATCTTTACAAAflTAOAO7
66
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RESULTADOS
TTTCTAACTATATACATTGTATCATTTTA1AAAflhfl4?CAAG>4~flflGAAMIA
081 4
AbAOATTGATATATOfl~~.7AGTkAAATMTTTWfl¡QCflflAA»CZTT»X
TTTTTTflflMTTAWZG>flTTfl?TCT!OACAXITflcW.AmGIGAXAflGAlA
141 IP. 200
MASAAAchsMGAMaGA~TTt>flAAaAXOA1A&%flAflOAhTtTTAGMflGCTAW
~ATCTTTG~C?>&ITTOCTAAAAXCTICTACTATCT>CTAACAMXCT?AccGMCA
GTTGOMAbQGAfl~TCW!TTCMT?CXTUCMXn~CAXTGGAASIU?GAA
AAAOGGGTOOIOSAACATGCflT
T2TCCQCACCQ~TCAXG?AtOMA
1.9. 260
19.320
fl.345
¡gura 4. Secuencia de nucleátidos del DNA de (5p- 1. Se indica la dable cadena de todo el genoma y la secuencia de
ninoácidos deducida de las ORFs, en código de una letra. Los asteriscos representan los codones de terminación. Los
BS están subrayados, las cajas -10 y -35 de las regiones promotoras aparecen doblemente subrayadas y las de los
romotores no funcionales que se dirigen hacia los extremos aparecen con subrayado discontinuo. Los sitios de inicio de la
anscripción están marcados con flechas verticales. Los presuntos terminadores de la transcripción están sefialados con
echas horizontales. Los nucleátidos que forman las ITRa en los extremos del genoma aparecen en negrita. La secuencia
resentada aparece en la base de datos (JenBank/EMBL con el número de acceso 747794.
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ORE 15-16, y ORF2O-2 1, el solapamiento es de 44, 8, 92 y 11 nt respectivamente (Figura 4,
Tabla 6).
La distancia media entre los RBS y el codón de iniciación es de 9 nt para las 29
ORFs identificadas en ambas cadenas (el rango varia de 4 a 12), lo que se corresponde bien
con la distancia encontrada para los genes procariotas (Hager y Rabinowitz, 1985). Por otra
parte, se han localizado, usando el programa PCFOLD (Zuker y Stiegler, 1981), varias
posibles estructuras de horquillas de terminación de la transcripción localizadas en el
extremo 3’ de las ORF5, 7, 9, 13, 16, 18, 19, 22 y c (Figura 5). Conviene resaltar que los
organismos con contenido alto en A + T en su DNA, como neumococo, presentan pocos
pares Ci + C en estas estructuras, por lo que el AG no alcanza valores tan negativos como
los postulados para E. coil (Carafa y cols., 1990).
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Figura 5. Mapa físico del DNA de Cp-1. En la parte superior se indican los sitios de corte de
algunas de las enzimas de restricción. En la parte inferior se representan, en cajas negras y en las
tres posibles fases de lectura, las ORFs derivadas de la secuencia de nucleátidos. 6 representan los
presuntos terminadores de transcripción.
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En la Tabla 7 se pueden ver algunas de las características de los productos de las
OREs descritas en el genoma del fago. Una peculiaridad que se puede observar en esta tabla
es que la mayoría de las proteínas presentan un pI ácido. Las proteínas con PI básico son
principalmente proteínas tempranas que, presuntamente están implicadas en replicacián y
algunas de ellas se unen al DNA. Estas características podrían explicar el carácter básico de
tales proteínas.
Tabla 7. Características de la composición de anuinolcidos de las proteínas codificadas por las
ORFs de Cp-1
aminoácidos aminoácidos aminoácidos aminoácidos
ORF
N0de
aminoácidos pl D + E’ R + Kb
ácidosC
(%)
básicos”
(%)
(
(%)
nopalares~
1
1
1
1
1
1
1
1
1
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
a
b
c
d
e
f
88
96
64
230
568
148
170
96
365
337
194
194
74
295
288
253
230
237
586
360
134
339
86
62
89
80
93
69
147
4,43
6,57
4,8
10,11
5,68
9,21
4,77
4,19
5,90
5,28
4,90
8,60
5,62
4,89
6,68
5,98
8,92
5,07
4,87
7,55
7,87
4,62
9,96
8,82
7,73
9,93
9,26
11,01
10,65
17
15
10
31
87
15
28
18
46
49
30
24
10
42
43
26
24
32
65
49
12
45
1
7
14
4
2
3
6
1
15
7
52
75
22
19
8
39
39
21
26
9
25
43
25
28
25
45
50
13
29
10
9
15
11
6
10
21
19,3
15,6
15,6
13,4
15,3
10,1
16,4
18,7
12,6
14,5
15,5
12,4
13,5
14,2
14,9
10,2
10,4
13,5
11,1
13,7
8,9
13,3
1,2
11,3
15,7
5,0
2,2
4,3
4,0
10,2
16,6
10,9
23,9
15,4
16,2
12,3
8,4
13,7
13,4
12,3
14,9
13,6
11,6
15,2
10,3
13,0
11,3
9,1
15,0
11,2
9,5
15,2
14,5
19,0
13,8
9,7
14,4
14,3
61,5
60,4
64,2
68,3
59,7
67,5
59,4
56,3
58,5
59,6
62,9
61,2
64,7
61,0
58,8
64,3
60,4
67,4
62,4
61,3
45,6
62,4
56,7
62,8
67,5
57,5
37,6
32,1
50,4
38,5
39,6
35,8
31,7
40,3
32,5
40,6
43,7
41,5
40,4
37,1
38,8
35,3
39,0
41,2
35,7
39,6
32,6
37,6
38,7
54,4
37,6
43,3
37,2
32,5
42,5
62,4
67,9
49,6
‘Aminoácidos con carga negativa (D, E) que
b Aminoácidos con carga positiva (R, K) contiene cada producto de la ORF.que contiene cada producto de la ORE.Porcentaje de aminoácidos ácidos (D, E) que contiene cada producto de la ORE.
“Porcentaje de aminoácidos básicos (R, K, H) que contiene cada producto de la ORF.
Porcentaje de aminoácidos polares (R, K, H, O, E, N, Q, C, G, S, T, Y) que contiene cada
producto de la ORF.
1Porcentaje de aminoácidos no polares (A, V, L, 1, M, P, W, F) que contiene cada producto de la
ORF.
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Por otra parte, en la Tabla 8 se índica la frecuencia de los codones que utiliza el thgo
para codificar los diferentes aminoácidos de las proteínas, producto de las 29 OREs. A
pesar de que no se conoce todavía la secuencia de un gran número de genes de neumococo,
Martin y Claverys (1991) elaboraron una tabla de uso de codones para esta bacteria, basada
en los datos obtenidos a partir de 28 genes estudiados. En general, no se observan grandes
diferencias entre el uso de codones preferencial utilizado por neumococo y el utilizado por
el fago. Hay tres casos en los que se pueden observar diferencias entre ambos en los
codones que codifican la asparagina, la histidina y el aspártico. Neumococo utiliza
preferentemente el codón AAT (67%) para codificar la asparagina mientras que el fago
utiliza en similar proporción AAC (53,5%) que AAT (46,5%). Lo mismo sucede con los
codones que codifican la histidina, el fago utiliza por igual CAT (50,1%) y CAC (48,9%)
mientras que neumococo prefiere CAT (67%). Con los codones que codifican el aspártico,
neumococo utiliza preferentemente GAT (66%) y el fago preferentemente usa GAC
(6 1,5%). Estos datos parecen indicar que neumococo prefiere una T en la tercera posición
del triplete del codón.
Tabla 8. Uso de codones de las 29 ORFs de Cp-V
Se indica el número de
código de una ¡etra.
veces que aparece cada triplete. Los aminoácidos se indican en
71
AAG 177 CAT 45 GAA 274
K ¡ AAA 286 ¡ CAC 43 ¡ GAG 134
AAC 220 ¡ CAA 138 j TTT 251
N ¡ AAT 191 1 CAG 92 »• ¡ TTC 96
TGT 26 GAT 134 TAT 191¡ TGC 26 D GAC 214 TAC 111
AGG 21 CTT 107 AGC 98
AGA 66 CTC 31 AGT 58
CGT 55 CTA 86 TCT 95
R CGC 48 L CTG 43 TCC 21
CGA 22 TTA 132 TCA 98
CGG 28 TTG 101 TCG 14
GTT 112 GGT 74 GCT 132
GTC 52 GGC 68 GCC 70
GTA 117 G GGA 90 A GCA116
GTG 75 GGG 78 GCG 53
ACG 69 CCT 55
ACA 128 CCC 25
T ACC 90 CCA 61
ACT 76 CCG 25
TAA 20 ATA 90
STOP TGA 6 1 ATC 144¡ TAG 3 ATT 189
l,• i
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1.3. Comparación de las secuencias dc aminoácidos
La secuencia de aminoácidos codificados por cada ORE se comparó con las
secuencias existentes en los bancos de datos SWISSPROT y PIR mediante el programa
FASTA. El resultado obtenido fue que sólo se encontraron similitudes significativas con
proteínas codificadas por el fago 4>29 (Tabla 9). Dos de ellas están implicadas en los
procesos de replicación, la TP y la DNA polimerasa, otras son proteínas estructurales y/o
morfogenéticas (proteína mayoritaria de la cabeza, el conector, el collar, la cola y la
proteína de encapaidacián) y, por último, las implicadas en la lisis celular (la holina y la
lisozima). Conviene citar, antes de continuar, que normalmente se habla indistintamente de
conector y proteína portal por lo que a lo largo de esta Memoria se hablará de conectores.
La similitud de estas proteínas de Cp- 1 con las correspondientes de 4>29 se mantiene a lo
largo de toda la molécula con sólo dos excepciones. Una es el extremo C-terminal de las
lisozimas, ya que como se ha comentado en la Introducción, la de Cp-1 presenta motivos de
unión a colina que no están presentes en la de 4>29. La otra excepción es la proteína de la
cola. La proteína de la cola de 4>29 presenta similitud con dos OREs no consecutivas de Cp-
1: el extremo N-terminal de la proteína gp9 de 4>29 tiene un 73% de similitud con el
producto de la ORE17 de Cp- 1, mientras el extremo C-terminal de la misma proteína gp9
de 4>29 es 72,6% similar a ¡a ORFI9 de Cp-1 (Figura 6). Curiosamente, la ORFIS presenta
un 58,1% de similitud con una región conservada de la proteína 38 de varios bacteriófagos
de E. co¡i como ox2, mi, t2 y k3 (Montag y cols., 1987). La proteína 38 está localizada en
los extremos libres de las largas fibras de la cola y funciona a modo de adhesina, mediando
la unión con los receptores de la bacteria. No se conoce si el producto de la ORFí8 está
implicado en un proceso similar, así como si las dos OREs codificantes de las presuntas
proteínas de la cola funcionan o no como péptidos separados.
La comparación de la secuencia de las TPs de varios sistemas que replican por el
mecanismo de “protein-príming” muestra que su nivel de similitud es menor que el que
presentan las TPs de 4>29 y Cp-1. Sin embargo, los perfiles hidropáticos predichos para las
TP de los diferentes virus (4>29, PRD 1 y adenovirus) sugieren la existencia de una estructura
secundaria similar con varias regiones hidrofilicas y muy pocas regiones hidrofóbicas (Shiue
y cols., 1991). Se ha predicho la estructura secundaria para la TP de Cp-1 según el método
de Chou-Fasman (Chou y Fasman, 1978) y se encontró que era similar a la postulada para
72
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Figura 6. Esquema de las proteínas de la cola de $29 y de Cp-1. Los diferentes rayados indican
las regiones que presentan similitud entre la proteína de la cola de 4>29 y los productos de las ORFl7
y 19 de Cp- 1. Se señala también el porcentaje de similitud entre dichas regiones. La flecha negra
representa el producto de la ORFIS de Cp-l.
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las otras TPs. Se ha demostrado, tanto en adenovirus (Freimuth y Ginsberg, 1986; Pettit y
cols., 1989) como en 4>29 (Zaballos y Salas, 1989), que la región N-terminal de las TPs está
implicada en la unión al DNA y el C-terminal en la unión a la DNA polimerasa. El
aminoácido de unión entre la TP y el DNA se ha caracterizado en varios genomas
(Hermoso y cok, 1985; Shiue y cols., 1991; Smart y Stillman, 1982) pero en el caso de Cp-
1 la treonina responsable de la unión continúa siendo materia de especulacton.
Tabla 9. Coniparacián de proteínas de Cp-1 y de 4>29
Proteína
aminoácidos
idénticos (%)
aminoácidos
conservativos (%)
N0 de
aminoácidos kDa
#29 Cp-l <>29 Cp-l
Proteína terminal 20,9 50,2 266 230 30,0 26,8
DNA polimerasa 37,1 58,6 572 568 66,5 66,2
Proteinadelacabeza 28,2 51,6 448 365 49,6 42,1
Conector 33,5 57,6 308 337 35,8 39,5
Collar 34,1 56,2 292 194 33,5 22,6
Cola 24,6 48,4 599 230 67,6 26,2
Colab 24,1 48,6 599 586 67,6 64,9
Encapsídación 32,6 54,9 332 360 38,8 42,2
Holina 20,2 50,0 134 134 14,8 15,4
Lisozima 20,7 43,8 257 339 26,8 39,3
Comparación entre la parte N-tenninal del producto del gen 9 de 4>29 y el producto del gen 17 dc
Cp- 1
b Comparación entre la parte
Cp-l.
C-tenninal del producto del gen 9 de 4>29 y el producto del gen 19 de
El alineamiento múltiple de las DNA polimerasas secuenciadas hasta ahora ha
permitido dividirlas en tres grupos, A, B y C, basados en la homología con los productos de
los genes polA, poIB ypo¡C que codifican para las DNA polimerasas 1, II, y la subunidad a
de la III de E. cok, respectivamente @raithwaite e Ito, 1993). Atendiendo a esta
.74
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clasificación las DNA polimerasas que actúan en el mecanismo de “protein-priming”
pertenecen al grupo B. Basado en estudios genéticos y bioquímicos se ha propuesto que las
DNA polimerasas tienen, al menos, dos dominios separados, uno es el dominio 3’—>5’
exonucleasa y el otro el dominio de polimeración, situados en el extremo N- y C- terminal
respectivamente (Bernard y cols., 1987; Joyce, 1991). La DNA palimerasa postulada para
el Cp-1 presenta, como era de esperar, una gran similitud con las enzimas pertenecientes al
grupo de genomas que replican por el mecanismo de “protein-priming”. En particular,
presenta un 37% de aminoácidos idénticos con la DNA polimerasa de 4>29, y este valor
aumenta a 95,7%, cuando se consideran también los aminoácidos conservativos. En la
Figura 7 se puede ver una comparación de los distintas motivos conservados que se
encuentran en ambos dominios. En dicha comparación se incluyen diferentes enzimas de
este grupo tanto de eucariotas como de procariotas, así como la DNA polimerasa II de E.
col), la cual es estructuralmente homóloga a las DNA polimerasas de tipo a (Ishino y cols.,
1994). Además, existen dos regiones altamente conservadas entre las regiones 1 y 2a, un
aspecto típico de las DNA polimerasas de los genomas que replican por “protein-priming~’.
Se ha postulado que estas regiones puedan estar relacionadas con este mecanismo de
replicación. Asimismo, hay que resaltar que la similitud encontrada entre las DNA
polimerasas del fago Cp- 1 y de su huésped es mucho menor (19% de aminoácidos
idénticos), que las ya señaladas entre sistemas que replican por “protein-priming”. El hecho
de que se parezcan más las DNA polimerasas de los fagas Cp-1 y 4>29 que la del fago con la
de su propio huésped no es sorprendente puesto que ambos fagos comparten un mismo
mecanismo de replicación que es distinto al de la bacteria.
El producto de la 0RF20, como se muestra en la Tabla 9, presenta similitud con la
proteína de la encapsidación de 4>29. Se ha demostrado que esta proteína es una ATPasa
(Otto y cols., 1987d) que proporciona la energía necesaria para el empaquetamiento del
DNA del fago en la precabeza durante el proceso de morfogénesis, mediante la hidrolisis de
ATP. La ATPasa se une a la precabeza a través de una molécula pequeña de RNA (pRINA)
unida al conector de las precabezas (Guo y cois., 1987c; Donate y cols., 1993), mediante un
dominio de unión a RNA (Donate y cols., 1993), sufriendo cambios conformacionales que
le permiten unirse al complejo TP-DNA y al ATP. Después, se produce la hidrolisis del
ATP y la consiguiente traslocación del complejo TP-DNA a la precabeza. Esta ATPasa
contiene las dos secuencias consenso de unión a ATP, la de tipo A y la de tipo B (Figura 8).
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Figura 7. Regiones conservadas de las DNA polimerasas en los dominios 3’—*5’ exonucleasa y
de polimerización. El alineamiento de las secuencias de aminoácidos se obtuvo usando el programa
PILEUP del GCG (Oenetics Computer Groups). Las secuencias de las DNA polimerasas que
aparecen junto con la del fago Cp-l se obtuvieron de Braitbwaite e Ito (1993). Los números indican
la posición con respecto al extremo N-terminal de cada DNA polimcrasa. Las cajas negras
representan los residuos idénticos en al menos cinco de las siete secuencias comparadas. Otras
similitudes se indican en las cajas sombreadas. Las regiones EXO 1-111 pertenecen al dominio 3’-+5’
exonucleasa s’ las regiones ¡-4 al de polimerizacion.
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Estos motivos están presentes en otro tipo de ATPasas y proteínas que unen ATP como la
ATPasa ci y (3 de E. cok o la adenilato kinasa, aunque no todas presentan ambos motivos,
sino sólo uno de ellos (Guo y cals., 1987d). Las proteínas encargadas de empaquetar el
DNA en otros fagas como lambda, T7 o T4 presentan también dominios de unión a ATP,
pero sólo uno de ellos (Gua y cois., 1987d). El producto de la ORF2O también muestra
ambos motivos de unión a ATP (Figura 8) por lo que posiblemente se trata de la ATPasa
encargada de empaquetar el complejo TP-DNA de Cp-l en la precabeza fagica. Además, se
puede sugerir la presencia de un dominio de unión a RNA en la proteína codificada por la
ORF2O de Cp- 1, dada la alta similitud que presentan las secuencias de ambas proteínas.
Por otra parte, en la Tabla 9 no se ha incluida la ORES que codifica una proteína de
10,5 kDa y que presenta una identidad del 200/o y una similitud del 46% con la proteína de
andamiaje de 4>29. Estas proteínas, sobre las que se forman las cápsidas de los fagas, no
presentan similitud a nivel de secuencia de aminoácidos entre las diferentes sistemas aunque
a veces si a nivel de estructura terciaria (por ejemplo la de los fagos T7, T4, P22 y lambda
presentan en su secuencia N-terminal un gran contenido en hélice ci) (Casjens y Hendrix,
1988). Este hecho, junto con el orden funcional de los genes implicados en el ensamblaje de
la cabeza, donde la proteína de andamiaje se encuentra precediendo a la proteína
mayoritaria de la cabeza en los genomas de fagas de dsDNA estudiados hasta ahora (Eppler
y cols., 1991; Hatfiull y Sarkis, 1993; Duda y cols., 1995a, b), nos lleva a sugerir que es muy
probable que la ORFS codifique la proteína de andamiaje del Cp-1. No obstante, el grado de
similitud de esta proteína con la del 4>29 no es tan alto como el de otras proteínas
estructurales y morfogenéticas y, en este caso, la predicción de sus pérfiles hidropáticos
difiere sustancialmente, aunque ambas proteínas tienen un gran contenido en hélice a en su
estructura secundaria, 49 % para la de 4>29 y 57,3 % para la de Cp- 1, siendo el resto
sustancialmente, estructura al azar (40,8 % en la de 4>29 y 31,2 % en la de Cp-1). Además,
casi todas las proteínas de andamiaje conocidas están muy cargadas al igual que esta
propuesta para el Cp-1 (27,1% de aminoácidos cargados), por ejemplo las de T4 presentan
un 45,9 y 33,3% de aminoácidos cargados, la de T7 30,3%, la de 4>29 40,2% (Eppler y
cols., 1991), las cuales también presentan un alto contenido en estructura en hélice a.
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Proteína
gp 19 de T7
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Figura 8. Secuencias consenso de los dominios de unión a ATP, tipo A (A) y tipo B (B). Las
cajas blancas representan aminoácidos básicos y las negras aminoácidos o regiones hidrofiSbicas. Se
recuadran los aminoácidos conservados en los dominios. Las secuencias que aparecen están tomadas
de Ouo y cols. (1987d).
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2. MAPA DE TRANSCRIPCIÓN DEL BACTERIÓFAGO Cp-1
Una vez obtenida la secuencia completa del genoma nos propusimos elaborar un
primer mapa de transcripción del fago. En este punto, hay que recordar que la temperatura
óptima de replicación del fago es 300C y la adsorción fágica es muy lenta de manera que,
después de 10 mm de iniciada la infección, sólo se han adsorbido un 20% de los fagos y,
hasta después de una hora, no se adsorben el 500/o de los mismos (Ronda y cols., 1981). Por
tanto, para realizar los ensayos de transcripción se obtuvo RNA de neumococo infectado
con Cp-1 a diferentes tiempos después de la infección, tal y como se describe en el apartado
13 de Materiales y Métodos. También se obtuvo RNA de cultivos de neumococo sin
infectar como control de especificidad de los transcritos de Cp-1. Para determinar el
número y el tamaño de los mRNA, en primer lugar se hibridaron muestras de estos RNAs
con el genoma completo mediante la técnica del “Northern-blot”. Posteriormente, para
localizar estos transcritos en el genoma, se realizaron hibridaciones con sondas específicas
de diferentes regiones del genoma. Por otra parte, para determinar el sitio exacto de
iniciación de la transcripción mediante la técnica de “primer extension”. Como resumen de
estos experimentos se pudó concluir que los primeros RNAs transcritos denominados
tempranos no aparecieron hasta los 20 mm, aproximadamente, después de la infección,
aumentando su expresión hasta alcanzar un máximo alrededor de los 40 mm y después los
niveles de transcripción, fueron descendiendo lentamente hasta los últimos estadios de la
infección. La otra categoría de RNAs transcritos (tardíos) se empezaron a detectar
aproximadamente a los 35-40 mm después de la infección y alcanzaron su máximo nivel de
expresión a los 60 mm. Al igual que los primeros, su expresión fue disminuyendo
lentamente y se siguieron detectando hasta que tiene lugar la lisis. La larga vida media de
estos niRiNAs fágicos dió lugar a un abundante rastro en muchos de los “Northern-blot”
analizados, lo que dificulta en ocasiones la asignación precisa de algunos de los mismos
(Martín y cols., 1995, 1996). El rastro que se observa en estos experimentos puede ser el
resultado del procesamiento no específico de los transcritos fágicos, o la degradación de los
transcritos, o la presencia de transcritos con un extremo 5, común pero que tienen tamaños
diferentes o una combinación de todos los anteriores. Se hicieron también ensayos de
“Northen-blot” tratando los cultivos con Cm previamente a la infección, para determinar los
mRNAs tempranos.
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2.1. Determinación del sitio de iniciación de la transcripción
Para poder situar con precisión el punto de iniciación de los diferentes RNAs
transcritos de los genes figicos se hicieron ensayos por “primer extension”. Para ello se
analizó la secuencia del genoma fagico confirmándose la existencia de una serie de regiones
con secuencias presuntamente promotoras, en las que se incluyen no sólo las secuencias
canónicas que presentan las regiones -10 y -35 claramente identificables, sino también las
secuencias que contienen la región -35 pero carecen de la caja -10, y viceversa. Para
comprobar si estas secuencias son funcionales se hicieron los experimentos de “primer
extension”, mediante la utilización de oligonueleótidos con una secuencia complementaria a
la región situada a unos 100 pb del extremo 5’ del presunto transcrito. La secuencia de los
oligonucleátidos y su localización en el genoma se resume en la Tabla 10.
Tabla 10. Oligonuclcótidos utilizados en los ensayos positivos de “primer extension”
Oligonucleátidos Secuencia 5’—>3’ Localización ORFb
PEXLSO AACATCTAGCGCTTGCCCGTG 453433 1
PEXíS 1 TTCATGTTCATGCCTGGTTGC 18.919-18.939 a
PEX 152 CAGCGTCTAGCACTGCGAGGC 4.9124.892 8
PEX 153 GTAAGGAAGCTGGCGACGTTGG 1.225-1.184 3
PEX 154 AAGAATTGTGATATAGTCGCC 16.080-16.060 21
PEXI 55 TTACCAATTCCACGACCACCG 15.046-15.026 20
PEX 156 GGCTAGACGGTTACGCTCTACGG 6.641-6.619 10
PEXI58 CCCCCGATGTCGCAACCGCcC 13.212-13.192 19
PEX161 CATAATCGTTTTTAAAAGGGC 11.646-11.626 17
PEXL62 TCTTGAAAGCTGAAAAGCGTG 8.300-8.280 12
PEX170 ATTCTTGAGGGGGTAACTCCTC 18.669-18.648 23
• Coordenadas de los oligonucleótidos en el genoma del fago.ORE en la que se localiza el oligonueleátido.
Inicialmnente se analizaron los transcritos que se podían originar a partir de las ORFs
situadas en ambos extremos del genoma. Así, el análisis realizado con el oligonucleótido
PEXISO (complementario a la ORFí) mostró dos bandas nítidas en las posiciones 257 y
35 1, que no estaban presentes cuando se usó el RNA extraído de cultivos de neumococo sin
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infectar (Figura 9B). La secuencia control fue, en este caso, la de un plásmido recombinante
que contenía un fragmento del genoma del fago hasta el nt 278 y después se continuaba con
la secuencia múltiple de donación del vector. No obstante, comparando la secuencia del
vector con la del genoma del fago se puede asignar la banda de mayor peso molecular, que
corresponde al nt 257. Precediendo estas bandas se detectan dos regiones promotoras
consenso de E. colí (-35: TTGACA, 16-19 nt de separación, -10: TATAAT, 5-9 nt hasta el
sitio de iniciación de la transcripción) (Harley y Reynolds, 1987) y es interesante resaltar
que la primera secuencia promotora y la caja -35 de la segunda se encuentran dentro de las
ITRs. Estos dos sitios de iniciación de la transcripción están separados 94 nt y sus
intensidades fueron similares, lo que indica que la RNA polimerasa es capaz de unirse y de
iniciar la síntesis de mRNA en ambos sitios aproximadamente con la misma eficacia.
En la Figura 9C, se puede observar el análisis realizado a partir del hibrido RNA-
PEX1S3 (complementario a la ORF3), observándose una banda en el nt 1.005 y una
segunda banda en el nt 1.007. En este caso, la molécula más grande será la que
probablemente se produzca en la transcripción ¡ti vivo. La secuencia promotora que precede
a estos nt de iniciación no concuerda totalmente con las secuencias de las cajas -35 y -10 de
las secuencias consenso de los promotores descritos para E. cok (Tabla 11).
El análisis realizado a partir del PEXISI (complementario a la ORFa) hibridado con
el RNA total, dió como resultado la detección de tres, dos de las cuales forman un doblete,
bandas que se corresponden con los nt 18.995, 18.996 y 19.089, también separados 94 nt
(Figura 9A) y cuyas secuencias promotoras precedentes están perfectamente conservadas
con respecto a las consenso de E.cok (Tabla 11). Al igual que en el caso del
oligonucleátido PEXí 50, la primera región promotora y la caja -35 de la segunda se
encuentran localizadas en las ITRs, como era de esperar dada su localización en las ITRs.
Por otra parte, usando como cebador el PEXí 52 (complementario a la ORF8) se
obtuvieron dos bandas de similar intensidad en los nt 4.740 y 4.835, separadas por 95 nt,
por lo que suponemos que los dos sitios de iniciación existen ¡ti vivo, como ya se ha citado
antes para el caso de los promotores en tandem en los extremos del genoma (Figura 9D).
Precediendo a ambos sitios de iniciación existen secuencias promotoras similares, aunque no
totalmente conservadas respecto a las canónicas. Asimismo, con el PEXI 54
(complementario a la ORF21) se observaron dos bandas de similar intensidad, que
corresponden a los nt 15.908 y 15.984 (Figura 9G). Con los oligonucleátidos PEXISá,
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PEXlh?. PEXlS8 y PEXl55 (complementarios a las ORFs 10, 12, 19 y 10. 
respectivamente) se obtuvieron bandas únicas de transcripción en los nt 6 535. 8 193. 
13 ll 1 y 13 938, respectivamente (Figura 91, E, H, F). Con el oli~onucleótidc PEXl61 
aparece un doblete en los nt l 1.570 y 1 1 57 I (Figura 91) Estos resultados demostraron ye 
pl-eccdicndo a las ORFX. 10, 12, 17, 19, 20 y 21 existe un sitio de inicixión de la 
tl-anscripción y, por tanto, el comienzo de, al menos, un mRNA. 
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En la Tabla 11 se resumen todas las secuencias promotoras funcionales existentes en
el genoma del fago así como su localización. En ella, se han incluido también las secuencias
consenso de las regiones promotoras de los fagos de B. subt¡lis (Murray y Rabinowitz,
1982) y de los genes conocidos de neumococo (Morrison y Jaurin, 1990) que muestran una
secuencia similar a la de los promotores de E. colí. Como se aprecia en dicha tabla, se han
detectado 15 promotores funcionales, ocho de los cuales forman cuatro pares de
promotores en tándem. La distancia entre los dos sitios de iniciación de transcripción de
dichos tándem varia entre ‘76 y95 nt. El denominado PPR es el responsable de la síntesis de
un RNA corto y no traducido del que se hablará más adelante. La mayoría de los 15
promotores muestran las típicas cajas consenso -10 y -35 reconocidas por la RNA
polimerasa del huésped, aunque hay algunos que carecen de alguna de estas cajas. En el
análisis global de todos los promotores se puede observar que los que corresponden a genes
tempranos, que veremos a continuación, muestran un mayor grado de similitud entre las
cajas y las regiones existentes entre ellas, con lo que se puede postular una secuencia
consenso, mientras que los promotores de los genes tardíos muestran una mayor
heterogeneidad. Otro dato interesante es la presencia, en ocho de los 15 promotores, del
dinucícótido TG en la región -10: TGNTATAAT (Tabla 11), lo que se ha denominado
“región extendida -10”. Este dinucleótido TG asociado a la región -10 del promotor es
perfectamente reconocido por el factor sigma 70 en E. cotí aunque en estos promotores no
esté presente la región -35 (Kumar y cols., 1993). Recientemente se ha postulado que los
promotores de £ pneumoniae requieren con frecuencia la presencia de esta extensión de la
caja -10, pudiendo, en tales casos, ser funcionales sin la región -35 (Sabelnikov y cols.,
1995).
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2.2. Mapa de transcripción de los genes tempranos
La DNA polimerasa y la TI’ de Cp-l juegan un papel fumndamental en el peculiar
mecanismo de replicación de su DNA. La localización de los genes que codifican estas
proteínas en la pane izquierda del genoma concuerda con la organización genética de otros
sistemas fágicos (Salas, 1991). La expresión de tales genes junto con aquellos otros que
intervienen en la replicación se realiza en las primeras etapas de la infección, lo que requiere
una expresión temprana (Murray y Rabinowitz, 1982). Para confirmar la validez de este
hecho en el caso de Cp- 1 se hicieron sondas que abarcaran distintas zonas de esta región,
como se muestra en la Tabla 12, con el fin de hibridarías con muestras de RNA obtenidas a
los 20, 40, 60, 80, 100 y 120 mli> después de la infección. Con la sonda 1, que comprende
la parte del genuina que contiene las ORFs 4 y 5, se obtuvieron dos bandas principales de
hibridación de 4,5 y 3,6 kb, y una más débil de 2,6 kb (Figura 10). Como se puede observar
en la Figura 10 las intensidades de las bandas varian en los diferentes tiempos ensayados
indicando así la cinética de aparición de estos RNAs transcritos. Estos transcritos empiezan
a aparecer a los 20 mlii, y, como se ha citado anteriormente, su expresión va aumentando
hasta alcanzar el máximo alrededor de los 40 mm, para disminuir lentamente hasta las etapas
finales de la infección.
Para asignar estas bandas de hibridación a las ORFs del genoma se prepararon otras
sondas especificas de esta región, y se analizó la secuencia para encontrar posibles regiones
promotoras y/o terminadoras. La hibridación de los RNAs con la sonda 2, que comprende
parte de las ORFs 1 y 2 mostró una sola banda de hibridación de 4,5 kb, mientras que con la
sonda 3, que comprende parte de las OREs 6 y 7, pudieron observarse dos bandas de 4,5 y
3,6 kb (Figura 10). Para determinar con más precisión el final de estos transcritos se
hicieron “Northern blot” con una sonda específica de la región inmediatamente adyacente al
extremo 3> de la ORIF7, y se comprobó que no aparecían estas bandas, Existen dos posibles
terminadores de transcripción en esta región, situados en los extremos 3> de las OREs 5 y 7,
con un AG de -3,4 y de -14,5 kcallmol, respectivamente (Figura 5). A la vista de estos
resultados de análisis por “Northern-blot>’ y “primer extension” se puede concluir que:
a) la banda de 4,5 kb corresponde a un mRNA que comienza en la zona que precede
a la ORFí y que acaba en el extremo 3’ de la ORF7.
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b) la banda de 3,6 kb determina un niRNA desde el comienzo de la ORF3 hasta el
final de la ORF7.
c) la banda de 2,6 kb, podría corresponder a un niRNA más pequeño que
comprenderla a los genes de la TP y de la DNA polimerasa, es decir las ORFs 4 y 5,
respectivamente (Figura lo).
Tabla 12. Sondas utilizadas para los ensayos de “Northern-blot”
Senda Localizacióna
p602
p004
pGG6
p609
pGGíl
$3012
$3014
pOCiS
$3018
$3037
$3038
$3040
$3041
$3052
$3066
pGOl6
PO017
pCIPSO
senda ¡b.o
senda 2”’
senda
3b. e
senda 1 (p0061~
senda 11bA
senda 111b.d
senda IV (p0074)d
senda y’>’ d
9.907-12.821
10.733-13.438
6.864-10.736
5.393-6.554
11.437-13.013
9.807-12.874
9.961-12.195
11.85 1-12. 199
9.553-10.964
5.512-8.551
6.402-7.905
6.628-7.688
5.522-7.545
5.037-6.016
613-1.021
13.291-15.950
18.074-18.954
15.353-18.215
1. 338-3 .845
489-941
3.834-4.449
276-1.452
5.500-7.780
9.980-10.964
13.048-14.9 16
15.985-17.556
• Coordenadas del fragmento en el genoma de Cp-I.
b El fragmento utilizado como sonda se obtuvo mediante la amplificación del DNA de Cp- 1 por la
técnica de PCR.
La senda indicada se utilizó en los experimentos de “Northern-blot” que aparecen en ¡a Figura 10.
d La sonda indicada se utilizó en los experimentos de “Northern-blot” que aparecen en la Figura
hA.
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representa un verdadero mRNA o es el resultado de la degradación del mRNA
predominante de 3,6 kb. Las ORFs 1 a 7 se transcriben juntas con un único niENA (niENA
A) (Figura 10) que comienza en el extremo 5’ de la ORE 1 y termina en el extremo 3’ de la
ORF7 a partir de los promotores en tándem PE1/PE2.
Por otra parte, cuando se utilizó como sonda de hibridación de los UNAs el
plásmido pGGÓl (sonda 1) (Tabla 12) que contiene 70 pb pertenecientes a las zonas de
homologias entre ambos extremos, se obtuvieron las mismas bandas anteriores más una
banda adicional de 1,3 kb (Figura líA). Este nuevo niRNA seda el que corresponde a las
ORFs a, b, c y la dirección de transcripción sería de derecha a izquierda (mRNA D) (Figura
líA). La cinética de aparición de este mENA fine la misma que la de los anteriores, por lo
que se trata de otro mRNA temprano. Hay que recordar que precediendo a la ORFa se
encuentran dos regiones promotoras en tándem tbncionales (PE4/PE5), como se ha
comprobado en el apartado anterior cuando se usó el oligonucícótido PEXI5I.
Por tanto podemos concluir que entre los genes tempranos se encuentran los que
codifican, entre otros, la DNA polimerasa y la TI’, proteínas implicadas en la replicación del
DNA. El producto de los otros genes no se conoce todavía pero atendiendo a su
localización con respecto a otros genomas tigicos como 4>29 o PEDí y por su expresión
temporal podría suponerse que codificarían proteínas implicadas en procesos de replicación,
tales como las proteínas de unión a DNA de simple y doble banda, y/o proteínas implicadas
en el control de la transcripción tardía (Salas y Rojo, 1993; Banfford y cols., 1995).
2.3. Mapa de transcripción de los genes tardíos
Una vez elaborado el mapa de transcripción de los extremos del genoma donde se
encuentran los mENAs tempranos, se abordó la elaboración del mapa correspondiente al
resto de los mENAs existentes para así poder completar el mapa de transcripción de Cp-1.
Estos mENAs son los correspondientes a los genes implicados en la morfogénesis y en el
proceso lítico, así como a los genes estructurales. El procedimiento seguido fbe el mismo
que se ha descrito en el apartado anterior, es decir, se construyeron sondas especificas de
distintas regiones del genoma y se hibridaron con el RNA total, obtenido a diferentes
tiempos, a partir de cultivos de neumococo infectados, o no, con Cp-1. Estos mRNAs se
empezaron a detectar aproximadamente a los 35-40 mm después de la infección, alcanzando
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su máximo nivel de expresión a los 60 mm; a partir de ese momento, la expresión va
disminuyendo lentamente hasta que tiene lugar la lisis, coma se ha señalado previamente.
Las sondas utilizadas en estos experimentos aparecen en la Tabla 12, aunque sólo algunas
de ellas están indicadas en la Figura 11 A. Para no mostrar exhaustivamente todos los
“Northern-blot” realizados, sólo se comentan a continuación los que se consideran más
necesarios para la comprensión de la elaboración del mapa.
En la hibridación realizada con la sonda II, que contiene la ORF9, 10 y parte de la
11, se detectaron cinco bandas, aunque a los 30 miii después de la infección (calle 1)
aparecen escnc¡a¡mente dos bandas de 2,6 y 1,8 kb (mRNAs H e 1, respectivamente) (Figura
1 lA). A los 60 mm (calle 2) se observaran además unas bandas de 6,8 y 5,2 kb mientras
que, muy débilmente, se pudó detectar una banda de 11 kW Si se tiene en cuenta la
localización de los promotores (Tabla 11) y los posibles terminadores de la transcripción
(Figura 5), la banda prominente de 1,8 kb corresponde al mRNA transcrito de las ORES y
9. Por otra parte, la sonda III, que comprende la ORF15 y parte de la 16, hibridé
aparentemente sólo con dos bandas de 6,8 y 3,4 kb (Figura 1 lA). No obstante, si
consideramos la localización de los promotores y terminadores, la banda de 6,8 podría
representar un doblete compuesto par un mRNA de 6,8 kb que comienza en la ORES, y un
mRNA de 6,7 kb que comienza en la ORF12 (inRNAs F y J, respectivamente). El rastro
que aparece por debajo del doblete podría corresponder a la banda de 5,3 kb (¡uRNA O)
que solapa parcialmente (20 nt) con la sonda II 1. Si se comparan las bandas de hibridación
detectadas con las sondas II y III, se puede postular la presencia de cuatro mENAs, E,
F, (3 e 1 que comienzan en el mismo promotor en tándem PL1/PL2. Estos datos se pueden
relacionar con los niveles de proteínas sintetizadas en la célula infectada, particularmente de
los productos de las genes situados en los extremos 5’ de dichos mRNAs. Como resultado
se puede concluir que, las proteínas codificadas por la ORiF8, presunta proteína de
andamiaje, y la ORF9, la proteína mayoritaria de la cabeza del fago, deben ser los productos
más abundantes, aunque la proteina de andamiaje no esté presente en el virión, como se ha
demostrado en otros sistemas (Casjens y Hendrix, 1988). Par otro lado, cuando se utilizó la
sonda Iv en los experimentos de “Northern-blot” aparecieron das bandas de 3,3 y 1,6 kb
(Figura 11 A). La banda de mayor tamaño se corresponde con un n*NA que comienza en el
promotor PLS y acaba en el extremo 3’ de la ORFI9 (mRNA L). La mayor intensidad de la
banda más pequeña, la de 1,6 kb, se podria deber a la presencia de dos mRNAs, uno que
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E- 
9.48 - 
6.22- 
S.S.- 
2,80- -2.*o- -0 
1,89- 
Figura ll. Transcripción del genorna del fago Cp- 1. A) “Northem-blot“. El RNA total SC: mio de 
las células dc neumococo sin infectar (calle N), a los 30 min (calles 1) o a los 60 min (calles 2) 
después de la infección. Las membranas se hibridaron utilizando como sonda cl DNA de Cp-1 (calle 
N) o las sondas que aparecen en el panel B. Se cargaron aproximadamente 10 vg dc RNA cn cada 
calle. Las flechas indican los diferentes mRNAs detectados y se corresponden con los representados 
cn cl panel B. Las flechas gruesas representzm mRNAs dobles. Los marcadores de peso molecular se 
rcprcscntan cn kb. B) Esquema del mapa de transcripción dc Cp-1. Las ORFs se representan en 
tlechas blancas en las dos cadenas del DNA indicando la dirección de la transcripción. Algunas dc 
las sondas empleadas para los experimentos de “Northcm-blot” SC muestran como cajas blancas y 
las utilizadas en el panel A están indicadas en cajas rayadas. Los promotores tempranos y tardíos se 
indican con puntas de flechas negras y blancas, respectivamente, el promotor PPR se señala con una 
punta dc flecha blanca y negra. Los mRNAs están marcados como flechas negras precedidas por 
letras mayúsculas. Los asteriscos indican mRNAs que utilizan promotores en tándem (ver tcuto para 
mis detalles) 
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comenzarla en el promotor PL5 y acabaria en el presunto terminador localizado en el
extremo 3’ de la ORE 18 (Figura 5) (mRNA M), y el mRNA N que se transcribiría desde el
promotor PL6 terminando en el mismo sitio del mRNA L. La débil banda dc 6,7 kb
correspondería al mRNA que se transcribe desde el promotor PM y cuyo final de
transcripción es el mismo que el de los mRNAs L y N. Finalmente, con la sanda y sólo se
detectaron das bandas de 2,6 y 1,4 kb, en cada uno de los tiempos analizados (Figura 1 lA).
Estos mENAs corresponden a los RNAs transcritos que comienzan en el promotor PL7
(mANA O) y desde los promotores en tándem PL8/PL9 (mRNA P) y que usan como sefla]
de terminación de transcripción la situada en el extremo 3’ de la 0RF22 (Figura 5). La baja
intensidad de estas bandas se relaciona con el reducido nivel de expresión de los genes de
encapsidación y de los implicados en la lisis.
Todos estas resultados referidos tanto a los genes tempranos cotna a las tardios,
permiten elaborar de fonna esquemática un mapa de transcripción de Cpd que aparece en
laFigura liB.
2.4. RNA implicado en la encapuldación del DNA
En el análisis de promotores funcionales a partir de la secuencia de nt se localizó un
posible promotor en la región 5’ de la 0RF23, próximo a la IIR de la derecha del genonia.
Sin embargo, el experimento de “primer extension” reveló la existencia de una molécula de
RNA que comenzaba 11 nt corriente abajo del codón inicial, ATO, de la 0RF23 (Figura
12A), lo que descartaba que este RNA transcrito pudiera corresponder a la sintesis de
alguna proteína. A continuación, se analizó la estructura secundaria de este RNA, puesto
que se ha descrito la implicación de ciertas moléculas de RNA en diferentes fúnciones
biológicas (King y cok., 1986). Como resultado de este análisis se obtuvo iLma predicción
óptima de estructura valiéndose de una molécula de RNA de 169 nt, como puede verse en
la Figura 12W Esta estructura es muy similar a la encontrada para los RNAs de las
precabezas dc 4,29 y los fagos con él relacionados (PZA, GAl, M2, entre otros) (Figura
12C) (BaiIey y coN., 1990), donde se ha demostrado su implicación en la encapsidación del
DNA, a través de una reacción dependiente de ATP (Guo y cols., 1 987d). En las secuencias
de estos pequeños RNAs, también llamados pRNAs o RIÑAs pilotos, no se han encontrado
similitudes significativas, aunque si presentan una misma estructura secundaria (BaiIey y
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3. ANÁLISIS DE LASORE. DEL DNA DE Cp-1
3.1. Clonación y expresión de la ORF4 que codifica la TP y de la ORF5 que codffica la
DNA polinierasa
La DNA polimerasa y la TP son, como ya se ha comentado, proteínas esenciales en
el proceso de replicac¡ón del DNA, que se lleva a cabo por el mecanismo peculiar de
iniciación con proteína o “protein-priming”. Por ello, nos propusimos donar y expresar las
ORFs 4 y 5 que codifican la TI> y la DNA polimerasa, respectivamente, como paso previo
para proft¡ndizar en el conocimiento del mecanismo de repilcación del genoma del fago.
En primer lugar se consiguió donar dichas ORFs en los vectores de expresión pIN-
I1I-A3 y pT7-4, utilizando para ello sitios de restricción apropiados. No obstante, no se
consiguió detectar las proteínas correspondientes en geles de paliacrilamida-SDS teñidas
con azul de Coomassie por lo que se intentó una nueva estrategia. Para ello, se amplificaron
los fragmentos correspondientes de los genes de la DNA polimerasa y la TP por medio de la
técnica de PCR. Los oligonucleátidos sintéticos utilizados creaban un sitio de restricción
NdeI en el extremo 5’ del DNA amplificado y otro EcoRi[ en el extremo 3’. El fragmento de
DNA amplificado se trató con fenol, se precipitó con etanol, se digirió con NdeI y EcoPJ,
se purificó por la técnica de la j3-agarasa, se ligó al vector pT7-7 previamente digerido con
las mismas enzimas y se transformó la cepa K514 de E. cdi. De esta manera, se obtuvieron
dos plásmidos, pAMR5O, que contenía el gen de la DNA polimerasa, y pAMR4O, que
contenía el de la TP (Figura 13).
Para determinar silos plásmidos recombinantes codificaban las proteínas esperadas
se analizó su expresión en maxicélulas de E. cdi. Para ello, la cepa CM 12 se transformó
con pAMR4O, pAMR5O o pT7-7 como control. Se obtuvieron los extractos celulares
siguiendo el protocolo descrito en el apanado 17.1 de Materiales y Métodos y
posteriormente se analizaron en un gel de poliacrilaniida-SDS al 10%. Como se puede
comprobar en la Figura 14 los plásmidos recombinantes sintetizaron proteínas con la
movilidad electroforética esperada, pues en el caso de pAMR4O se detectó una proteína de
29 kDa, y en el caso de pAMIR5O la proteína sintetizada es de 64 kDa, que se
correlacionaban bien con las masas moleculares esperadas para la TP y la DNA polimerasa,
respectivamente. Por otra parte, se analizó la producción de estas proteínas en geles de
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‘da’
5 -GGGAGGGAACATATGACTTGGTAC -3’
Leo Rl
5- TTGTTTGAATTCI GGTAGTAGTACC-3
Mdi
5LGGGGTGTAATcATATGGcrTAAc~3’
Eco Rl
5-GTTTC’GAATTdGCCTGCATAGTAG-3
AmplIficacIónIdel DNA de Gp-l¿~Rl
PO,
MMI
Eco NI
Nde 1
Eco A!
T4 DNA LIQOSO
EcoRl
pci
Amp¡it ¡cacior.
del Df’JAde Cp—I
Miel EcoRI
Par
Nde 1
Eco Rl
Ndu 1
Eco Rl
T4 DNA Ligasa
Eco RL
Figura 13. Construcción de pAMR4O y pAMRSO. En la parte superior se indican los
aligonucleátidos utilizados para amplificar el DNA de Cp-1 por la técnica de PCR. En negrita
aparecen los nucleátidos mutados con respecto a la secuencia dcl DNA de Cp- 1, para crear los sitios
de restricción indicados en cada caso. Los codones de iniciación aparecen subrayados. La flecha
negra gruesa representa la ORF5 que cadifica la DNA polimerasa (pal) y la flecha rayada la ORF4
que codifica la TP (ter). El cuadrada blanco representa el RBS aportado par el plásmido. La flecha
negra pequeña rndica elpromotor <jilO del tigo Ti.
96
ItIII~ 1
RESULTADOS 
poliacrilamida-SDS teñidos con azul de Coomassie. Para ello, se transformó la cepa 
Ht.21 (Dli3) de E, co// con los pl~smidos anteriores, obteniéndose los extI-actos crudos 
como se describe en el apartado 16. I de Materiales y Mktodos La Figura 15 pone de 
manifiesto que el extracto correspondiente al pAMR40 contenía una pl-oteina adicional, en 
comparación con la muestra control del pT7-7, que tiene el mismo peso molecular deducido 
para la TI’ De igual manera, en el extracto procedente del pAMRS0 se detectci una proteína 
supicmcnta~-ia de 04 kDa que coincide con la masa molecular de la DNA polimerasa 
I L 3 
-97,4 
Pol - 
-66,2 -- 
-- --31 
Ter- - 
k’igura 14. MGcélulas de CMlZ(pT7-7), CMIL(pAMRS0) y CMIZ(pAklRJO). Extractos dc 
cult~\os dc (‘M I2(pAMKJO) (calle l), CM12(pT7-7) (callc 2) y CMl2(pAMRW) (callc 3) se 
cargaron cn un gel dc pohacrilamida-SDS del 12% Las flechas mdican la posic dc la DUA 
pohmerasn (Pol) y In protcina tcnninnl (Tu). Los marcadores dc peso molcculnr. cn !iDa. sc 
tn1ucstrm n In derecha 
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97,4-. 
66,2- 
-- - pol 
y 
- 
waw 
Figura 15. Expresiones de las OKFs J y .i eu 1-. wIi. A) Esprwon del gen qw ~odlfíca la DNA 
pohmcrasn dc Cp-1 Extractos dc cultwos dc BL2I(DE3)(pT7-7) inducidos co!? IPTG (calle 1). 
BL2 I(DE3)(pAMRW) sin inducir (calle 2) y BL2l(DE3)(pAMR50) mducldos con IPTG (calle 3) 
se cargaro~~ t‘~l UI> gel dc poliacrilamida-SDS del 10%. La flecha indica la pospon de la DNA 
poluncrasa (pol). Los marcadores dc peso molecular, cn kDa, se muestran a la izquierda. 6) 
Expresión del gen qui: codifica la TP dc Cp-1. Extractos de cultivos dc BL,2 I(DE3)(pAMR40) 
inducidos CDI? IPTG (calle l), BL2l(DE3)(pAMR40) sin induw (callc 2) y BLZI(DE3)(pT7-7) 
InducIdos con WTG (calle 3) se cargaron cn un gel dc pohacrilamida-SDS del 10% La flecha indica 
la posición dc la TP (tu). Los marcadores de peso molecular, CII kDa, sc muestran n la dcrccha 
FA lo que se retiere a ensayos func:ionales de estas protemas 2scnuales para la 
replicación del DNA, no se ha podido demostrar la actividad DNA polimerasa de los 
extractos de BL2 1 (DE3)(pAh4R50) utilizando ensayos de polimerización ir/ .vltrr en geles de 
poliacrilamida-SDS (Karawya y cols., 1983), ni tampoco ensayos de iniciación de la 
replicación 11, \+/ro con extractos de 81.2 1 (DE3) transformada con dichos plásmidos. 
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3.2. Determinación de la secuencia N-tcnninal de las proteínas codificadas por las
ORFs 1,2, 6, 7, 10, 15, 16 y 17 en E. coIi
Con objeto de confirmar que determinadas OREs del genoma de Cp-I codificaban
las proteínas esperadas, nos propusimos analizar los residuos N-terminates de las proteínas
fágicas producidas en E. cok. Para ella, se utilizaron los plásmidos recombinantes descritos
en el apartado 1.1 de Resultadas y en los cuales el inserto del DNA figico estuviera en la
dirección favorable con respecto al promotor del gen lacZ. Con los plásmidos pGG2,
pOGS7, pGG6l, pGG66 y pAMR45 se transfonnó la cepa DH5a y se establecieron las
condiciones de máxima producción de las proteínas buscadas según se describe en el
apartado 16.1 de Materiales y Métodos.
Los geles de poliacrilamida-SDS mostraron unas claras bandas de proteínas en fas
posiciones esperadas para cada extracto de la cepa transformada. De esta manera, se
consiguió asignar cada banda mayoritaria a la proteina buscada y, siguiendo la metodología
descrita en el apanado 21 de Materiales y Métodos, se analizaron los residuos N-terminales
de dichas proteínas (Tabla 13).
Tabla 13. Secuencia N-terndnml de proteínas dc Cp-1 sintetizadas en E col?
Plásmido (WEb Secuencia
pGG6l 1 MKMKAL
pGG6l/pGG66 2 MELRQL
pAMR4S 6 MKQPLKSE
pAMR45 1 AKQAPKH
pGG57 10 SYICiNY
p002 15 MNPEEPKD
pGG2 16 PLETRS
p062 17 MQESTKI
Los cultivos de DH5a transformados con los correspondientes plásmidas se multiplicaran como se
detafla en cl apartado 16.1 dc Matcñales y Métodos.
b Indica la ORE cuyo producta se analizó según se explica en el apartado 21 de Materiales y
Métodos.
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Como se puede observar, en los productos codificados por las ORFs 7, 10 y 16 se
procesa la metianina inicial. El procesamiento en estas proteínas y no en las otras, corrobora
la teoría de que la probabilidad de procesamiento de la metionina inicial disminuye a medida
que aumenta el tamaño del aminoácido situado en segunda posición (Hirel y cok., 1989).
Asimismo, con estos mismos extractos se hicieron experimentos de “Western-blot”
con antisuero anti-Cp-1, detectándose una banda de reconocimiento para las proteínas
correspondientes a las ORFs 10, 15, 16 y 17. Por análisis comparativo de secuencia se había
deducido que las OREs 10 y 17 codifican las proteínas del conector y la cola,
respectivamente. Sin embargo, no se conoce la función de las OREs 16 y 17, pero el
resultado positivo de “Western-blot” junta can su localización en el genoma y su expresión
en tiempos tardías se puede postular que codifican proteínas estructurales. Por el contrario,
las proteinas codificadas par las ORFs 1, 2, 6 y 7 no son reconocidas por el antisuero, como
cabria esperar, ya que al ser proteínas tempranas no formarían parte de la estructura del
virián sino que, coma ya se ha seflalado, estañan implicadas en procesos de replicación o
regulación de la transcripción.
3.3. ESTUDIOS SOBRE LA PROTEÍNA MAYORITARIA DEL VIRIÓN,
PRODUCTO DE LA ORF9
3.3.1. Procesamiento dc la proteína mayoritaria del virión
En los primeros geles de poliacrilamida-SDS en los que se analizaron las proteínas
del virión se observó la presencia de una proteína mayoritaria que constituía
aproximadamente el 90% de las proteínas totales y presentaba un masa molecular de 37
kDa (López y cols., 1984). Para asignar esta proteína a una ORE del genoma del tbgo se
alsIó la banda del gel y se determinó la secuencia de su N-terminal. La secuencia obtenida,
ATVPYQDFQ, no se correspondía con los primeros aminoácidos de ninguno de los
productos de las OREs, sino con la secuencia que empieza en el aminoácido 49 deI
producto de la ORF9. Como ya se ha descrito en el apartado 1.3 de Resultados, la ORF9
codifica probablemente la proteína mayoritaria de la cabeza, dada la homología de secuencia
que presenta con la proteína mayoritaria de la cabeza de $29. Por tanto, la secuencia N-
terminal obtenida indicaba que esta proteína sufría una proteolisis específica. En este
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sentido, el procesamiento de las proteínas que forman la cabeza de los viriones, así como el
de las diferentes proteínas que intervienen en el ensamblaje del fago, no es un hecho
infrecuente sino que se han descrito y caracterizado con detalle muchos ejemplos en
distintos fagos (Casjens y Hendrix, 1988; Duda y cois., 1995a, b; Myung y cols., 1994;
Loessner y Scherer, 1995)
Para obtener datos precisos sobre el procesamiento de esta proteína así como sobre
el origen de la proteasa, nos propusimos expresar la proteína mayoritaria en E. cok y
determinar si también se procesaba en este sistema. Para construir el plásmido recombinante
pAMR61, que contiene la ORF9, se partió del plásmido pGG9 (Tabla 5), y se procedió
coma se describe en la Figura 16. Con este plásmido se transfonnó DH5ct y de las colonias
correspondientes se obtuvieron extractos, camprobándase en geles de pollacrilamida-SDS
la aparición de una proteína de una masa molecular correspondiente a la deducida de la
secuencia del gen que presuntamente codifica la proteína de la cabeza (42 kDa) (Figura 17).
Es interesante resaltar que en los cultivos de la cepa DH5ct(pAMR61) el nivel de
expresión de la proteína ftgica era muy alto incluso en ausencia de inductor y cuando el
cultivo se observó al microscopia óptico se vejan cuerpos de inclusión en los polos de las
células. A partir de un gel preparativo de la muestra anterior, se secuencié el N-terminal de
la proteína fágica corroborándose la hipótesis de que la proteína no se procesaba en E. cok,
puesto que coincidía can los primeros aminoácidos deducidos a partir de la secuencia de la
ORF9 excepto la metionina inicial, es decir ANKITTFLS. Esto sugerfa que el
procesamiento de los 48 primeros aminoácidos en el N-terminal de la proteína es un
proceso especifico del sistema de neumococo, aunque no se podía especificar si la
proteolisis la lleva a cabo una proteína codificada por el huésped o por el propio genoma
fágíco.
Con el fin de poder contestar a este interrogante, se preparó un antisuero canta la
proteina mayoritaria del virión eluida del gel de poliacrllamida-SDS al 10%. De esta
manera, para determinar cómo se producía el procesamiento ¡it vivo durante la ¡nfección, los
extractos obtenidos de cultivos de neumococo infectados con Cp-1 a diferentes tiempos
después de la infección fUeron analizados mediante “Western-blot”. En la Figura iBA se
puede observar que el procesamiento se produce tan pronto como se empieza a sintetizar la
proteina, pero la eficiencia del proceso no es del 100%, ya que desde el primer momento
aparecen las dos formas moleculares dc la proteína. Además, la proporción entre ambas
lo’
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Aliad fil
Klenow
14 DNA Ligasa
~ pAMR61 EcoRI
3,9kb
ALO’
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T4 DNA Ligasa
Figura 16. Construcción de pAMR61 y pAMR71. La flecha negra gruesa representa la ORF9 que
codifica la protcfna de la caben de Cp-I. El rectángulo blanco que precede a la ORF9 indica su
RBS. P indica el promotor del gen de la resistencia a Tc y P1~ el del gen lacZ.
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mol&xlas parece mantenerse constante durante la infección Este dato contrasta con el 
hecho de que en el virión solo se encontrci la proteína procesada (Figura ISA), lo que 
sugiere que la proteína sin procesar no es capaz de formar viriones infectivos. Por otra 
parte, ambas proteinas se encuentran en la banda que posee menor- densidad de flotación 
que la correspondiente al virión y que se obtiene en la primera centrifugación en el gradiente 
de CsCI para la purificación de Cp-l (Figura ISA). Esta banda, que no contiene DNA, 
estaría formada por restos de proteínas fágicas, y de viriones defectuosos incapaces de 
empaquetar el DNA y formar un virión infectivo 
A 
B 
gP9 
I 5 1” 45 1 50 55 
MANKITTFLS ,...... RINHATVPYQDFQ - 
gp9*: ATVPYQDFQ 
Figura 17. Expresión dc la proteina mayoritaria de la cabeza del fago Cp-1. .A) Esrrxtos dc 
cultivos dc DH%x(pUCIL)) (callc l), DH5a(pAMR61) (calle 2) o del virien Cp-1 purificado en 
gradiente de CsCI (calle 3) se cargaron cn un gel de poliacrilamida-SDS del 10%. Los marcadores 
di: peso molcculnr SC indican cn kDa. B) Sccucncias dc aminoácidos del producto de la ORF9 (gp9) 
y dc su forma procesada (gp9*) La flecha vertical indica el sitio de col-te y los aminoácidos 
subrnvados son los obtcnidos del análisis dc su N-terminal. Los números de los aminoácidos de gp9 
se indican de acuerdo con la sccucncia dc nucleótidos de la ORFY 
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Como paso previo para determinar si la proteasa está codificada por el fago a por el
huésped se construyó el plásmido pAMiR7I que deriva del pLSE 1 y que contiene la ORF9
que codifica la proteina de la cabeza, un plásmido que se puede replicar en E. coil y en
neumococo, y que no posee promotores inducibles. La construcción del pAMR7I se realizó
como se describe en la Figura 16, y hay que resaltar que la expresión de la ORF9 queda
bajo el control del promotor constitutivo del gen que codifica la proteína que confiere
resistencia a la tetracidlina. Previamente a la transformación de la cepa M3 1 de neumococo
se comprobó la construcción en la cepa C600 de E. coil, y a continuación se transformó
M3 1 con pAMR71 o con pLSEL como control. Los extractos crudos de los transformantes
correspondientes se analizaron en geles de poliacñlamida-SDS al 10% y, teflidos con azul
de Cooniassie, no se aprecia diferencia entre ambas muestras, lo que era de esperar dado el
sitio de donación de este gen. Por tanto, para poder determinar el pesa molecular de la
proteína expresada en neumococo se hicieron experimentas de “Western-blot” utilizando
los anticuerpos obtenidos contra la proteína mayoritaria del virión. Dado el bajo nivel de
expresión de la ORF9 en £ pneumoniae se partió de 100 ml de cultivo de estas cepas
transformadas para la obtención de los extractos correspondientes. Como se puede ver en la
Figura 1 8B, se detectó por “Western-blot” una banda a la altura de la proteína sin procesar
en el extracto de células que contiene el plásmido pAMR71 y que no apareció en el que
contiene el pLSE 1. Por el contrario, no aparecía ninguna banda a la altura de la proteína
procesada, presente en el virión, lo que indicaba, o bien que la proteasa estaba codificada
por el fago o que la proteasa estaba codificada por el huésped pero sólo se expresaba en
determinadas condiciones de stress como pueden ser la infección por fagas, tratamiento con
radiación DV, mitomicina, etc. Para tratar de resolver este dilema, se prepararon extractos
de M3 1(pAMR7I) y M31(pLSEI) en diferentes condiciones: infectados con Dp- 1, tratados
con mitomicina o con UY. Como se muestra en la Figura 1 SB, en todos los extractos sólo
aparecía una banda a la altura de la proteína sin procesar que no estaba presente en los
extractos controles. Del resultado de esta experimento se pudo concluir o que la proteasa
está codificada por el fago, o que éste sintetiza algún factor que induce al huésped a
producirla.
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3.3.2. La proteasá que procesa la proteína mayoritaria del virión está codificada por
el propio fago
Para comprobar la hipótesis del posible origen fágica de la proteasa se estudió el
procesamiento de la proteína en cultivos de E. coil que expresan el gen de la proteína de la
cabeza con la expresión de otras OREs codificadas por el fago. De las 29 OREs que
contiene el genoma de Cp- 1, 11 de ellas codifican proteínas cuyas secuencias presentaban
un alto grado de similitud con proteínas de flrnción conocida del fago ~29, lo que permitia
atribuirles una posible ñrnción (apartada 1.3 dc Resultados), y ninguna parece corresponder
a una posible proteasa. De las 18 restantes se podían descartar las que se expresan en
periodos tempranos puesto que normalmente codifican proteínas implicadas en repilcación o
regulación de la transcripción. Par consiguiente, nos centramos en las proteínas cuyos genes
se expresan tardíamente y, además, no tienen pasible ftrncián asignada, es decir, las
codificadas por las ORFs 12 a 16 y 18.
Por otra parte, para determinar la secuencia del genoma se habían construido
plásmidos que contenian diferentes OR.Fs del genoma (Tabla 5). Así, pGGl, contenta las
OREs 5 a 14 completas además de la parte C-terminal de la ORF4 y la parte N-terminal de
la 01W1 5 (Figura 1 QA). Los “Western-blot” realizados con el extracto de la cepa
DH5c4pGG1) de E. colí, a diferencia de los obtenidos a partir de E. colí(pAMR61) que
solo contenia la ORF9, mostraban una banda de 37 kDa a la altura de la correspondiente a
la proteina procesada del viñán (Figura 1 9B). Este resultado indicaba que alguna de las
proteínas codificadas por el plásmida pG’G1 era la responsable del procesamiento de la
proteína.
En otro experimento complementario de “Westem-blot” se probó el extracto
preparado de DH5c4pAMR45). Este plásmido contiene las ORFs 6 a 10 completas, es decir
dos ORFs cuyos genes son tempranos (ORF6 y 7), la ORIF9 que corresponde a la proteína
mayoritaria y otras dos OREs que la flanquean (ORES y 10). El resultado puso de
manifiesto la detección de una banda a la altura de la proteína sin procesar, por lo que, en
principio, sería descartable que la proteasa estuviera codificada por una de las OREs
presentes en el pAMR45 (datos no mostrados).
Con los resultadas anteriores, las OREs que podrían codificar la proteasa quedaban
reducidas a las OREs 12, 13 y 14, puesto que la ORFLS no estaba completa. De todas
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formas, podría suceder que el producto de la ORF 15 fiera activo sin la región C-terminal,
por lo que para eliminar esta posibilidad se transformó C600(pAMR71) can el plásmido
pGG2, que como vimos en el apanado 3.2 de Resultados sí expresa la ORFiS. El resultado
obtenido por “Western-blot” con este extracto fue negativo, es decir, no se trataba de la
proteasa porque sólo se detectaba la proteína sin procesar (Figura 1 9B).
Por otra parte, se transfonná la cepa C600(pAMR71) con el plásmida pGG6 que
contiene las OREs 11 a 14 completas (Figura 19A) y en la misma orientaci6n que el
promotor del gen lacZ. El extracto correspondiente se analizó también por “Westem-blot”
detectándose en esta ocasión dos bandas, una a la altura de la proteína procesada y otra en
la posición de la proteína sin procesar (Figura 19B). Este resultado parece indicar que la
proteína mayoritaria de Cp-1 puede procesarse por alguna proteasa codificada por pOGÓ.
El inserto fágico de p006 está contenido en el de pGGl, sin embargo; como ya se ha
citado, el “Westem-blat” del extracto de pGGl muestra una sóla banda que corresponde a
la proteina procesada y el de pGGÓ, dos bandas que corresponden a la proteína procesada y
sin procesar. Esta aparente contradicción podría deberse a que en pGGl, la ORF9 que
codifica la proteina de la cabeza no está hiperexpresada y está en cts con respecto a la
posible ORE que codifica la proteasa. Por el contrario, en el caso del extracto de
C600(pAMR7 1 )(pGG6), la ORF9 está contenida en el plásmido pAMR71 (por tanto está
en trans con respecto a la ORE contenida en pGG6 que codifica la posible proteasa) y el
nivel de expresión es mucho mayor que en el pGGl. Esto parece indicar que la proteasa
sólo es capaz de procesar en E. cok cierta cantidad de proteína de la cabeza cuando ésta se
está sintetizando en gran cantidad. Como la ORF 11 codifica presuntamente la proteína del
collar del fago, cualquiera de las otras tres podía codificar la proteasa.
Para intentar asignar la función proteolítica a una de estas OREs, aprovechamos la
existencia de un corte de restricción adecuado para ¡nactivar la ORF 14. El plásmido pGG6
contiene un sitio .SYyI en el extremo 5’ de la ORF14 y otro en el extremo 3’ de la ORF15
(Figura 1 9A). Por tanto, se digirió el plásmido pGGú con S<yI, se purificó el fragmento
mayor de la digestión y se religó, obteniéndose el plásmido p001213 (Figura 19A). Con
este nuevo plásmido recombinante se transformó C600(pAMR7 1) analizándose un extracto
del mismo por “Western-blot”. Como se muestra en la calle de la Figura 19B, sólo se
detecta la banda que corresponde a la proteína sin procesar, por lo que se podría concluir
que la ORE 14 codifica la proteasa responsable del procesamiento de la proteína de la
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3.4. ANÁLISIS DE LAS OREs IMPLICADAS EN EL PROCESO DE LISIS
La enzima lítica de Cp-1 codificada por el gen cpu (0RF22) se ha caracterizado
como una lisozima dependiente de colina para su actividad (García y cols., 1987), y
presenta una organización modular en la que el dominio N-terminal es responsable de la
actividad lítica y el C-terminal de la unión a colina (Figura 20C) (García y cols., 1990).
Precediendo a este gen se encuentra la ORF2 1, que codifica una proteína con todas las
características propias de las holinas, como se ha comentado en el apartado 4.1.1 de la
Introducción. Esto sugería un sistema dual de lisis en el fago Cp-1. Como se puede ver en la
Figura 20B, esta holina, Cph1, no presenta el doble motivo de iniciación de la traducción
que muestran otras holinas, el extremo C-terminal es muy hidrofilico con muchos
aminoácidos cargados, aunque la carga neta es nula, y el extremo N-terminal presenta una
carga neta positiva. Además, mediante la predicción de estructura secundaria se pueden
postular tres regiones transmembrana separadas por giros f3. El primer giro 13, situado entre
la primera y la segunda región transmembrana, se predice con alta fiabilidad, mientras que el
segundo, situado entre la segunda y la tercera región transmembrana, no se puede predecir
con tanta fiabilidad. Su punto isoeléctrico es 7,87. Los genes líticos se sitúan entre los
nucleátidos 16.027 y 17.448 del genoma de Cp-1, solapando el codón de terminación de la
holina con el codón de iniciación de la lisozima (característica presente en muchos de los
genes líticos de los fagos) (Figura 20A). En el extremo 5’ dc estos genes se encuentra una
región promotora con dos promotores en tándem, separados por 78 nt, como se ha
demostrado en el apartado 2.1 de Resultados.
Para profUndizar en el mecanismo de lisis del fago y demostrar la fUncionalidad de la
holina propuesta nos propusimos donar y expresar estos genes líticos, tanto en el sistema
heterólogo de E. cali como en el homólogo.
3.4.1. Clonación de la ORE 21 que codifica la holina y de la 0RF22 que codifica la
ilsozima en E. cdi
Los genes líticos son, en último término, los responsables de la lisis celular por lo
que, para poderlos estudiar hay que regular negativamente su expresión. Con este fin, se
utilizó el vector pNM185 para su donación, un vector de expresión de amplio rango de
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Figura 20. Holina y lisozima de Cp-1. A) Localización de la ORF2I y 0RF22 que codifican la
holina y la lisozima, respectivamente. PU y PL9, representados por puntas de flechas, indican los
promotores en tándem que preceden al gen de la holina. B) Predicción de la estructura secundaria de
la holina. En cajas negras se dibujan las presuntas hélices transmembrana, en caja blanca o rayada
se indican los presuntos giros ¡3 de mayor o menor fiabilidad, respectivamente. En la parte superior
de la secuencia se indican las cargas positivas (+) o negativas (—) de los aminoácidos. Los asteriscos
indican el dominio C-terminal muy cargado. C) Organización modular de la lisozima. La región
rayada representa el dominio N-terminal, las seis regiones punteadas, (Pl -1>6), representan motivos
dc unión a colina.
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huésped, que sin embargo no se replica en neumococo. Este plásmido lleva el promotor Pm
de la ruta meta del operón TOL, regulado positivamente. La transcripción a partir del
promotor Pm es inducida por el producto del gen xyl S (Mermod y cols., 1986), después de
su activación por moléculas efectoras como el 3-metilbenzoato (3-MB). El gen cphl y los
dos genes líticos juntos, op/ii y cpu, se amplificaron por la técnica de PCR como se
describe en Materiales y Métodos, apartado 8, creándose los sitios de restricción Sactí en el
extremo 5’ del DNA amplificado y SacI en el 3’. Como se indica en la Figura 21 los
productos de la amplificación se donaron en pNMl85, construyéndose el pAMR1i que
contiene el gen de la holina (op/ii) y el pAMR12 con los genes op/ii y op11. Por otra parte,
el gen op11 se había donado previamente en el laboratorio en el vector de expresión pIN-
III-A3 dando lugar al plásmido pCLP100 (Sanz y García, 1990).
3.4.2. Expresión inducible de los genes cphl y op11 en E. colí
Si el producto del gen op/ii es una bolina, su expresión debería inducir una lesión en
la membrana citoplásmatica y por tanto seria letal para la célula huésped. Después de la
inducción del gen op/ii con la adición de 3-MB se observé una inhibición del crecimiento
del cultivo (Figura 22A) y su viabilidad se redujo 2,5 órdenes de magnitud (Figura 22B).
Sin embargo, no se producía ningún efecto en el crecimiento de los cultivos que expresaban
la lisozima (Figura 22A), ni se afectaba su viabilidad (Figura 22B). Por otra parte, cuando
se expresaban conjuntamente los genes op/ii y op11. se observaba una disminución en la
turbidez de los cultivos (Figura 22A) y una reducción de 2 órdenes de magnitud en su
capacidad de formación de colonias. Estos datos indican que la holina de Cp- 1 produce la
muerte celular pero no lisa el cultivo y, por otra parte, que la lisozinia sólo produce la lisis
del cultivo cuando está coexpresada con la holina, lo que sugiere que la holina produce una
lesión en la membrana permitiendo así el paso de la lisozima al periplasma.
3.4.3. El producto del gen cphl complementa la mutación S del fago lamda
Los resultados anteriores sugieren que la membrana es la diana del producto del gen
op/ii, como en el caso de la proteína S (holina) del fago lambda. Por otra parte, el fago
lambda Sarn7 contiene una mutación ámbar en el gen 5 y es incapaz, por tanto, de inducir la
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lisis de células no supresoras de E. ool¿ puesto que la bolina es esencial para la actividad de
la lisina R de lambda (Reader y Siminovitch, 1971). Por tanto, para tratar de demostrar la
fUnción de la bolina se hicieron pmebas de complementación utilizando este fago mutante
en la infección de la estirpe HIBlOI de E. cali. Los resultados se muestran en la Tabla 14,
donde se puede observar que el mutante del fago lambda es incapaz de inducir la lisis de
HE 101, huésped no supresor, pero produce placas en esta cepa cuando se expresa el gen
op/ii. Como se esperaba, este fago mutante no produce placas de lisis sobre esta bacteria
cuando expresa el gen op11 (análogo al gen R). Puesto que el gen op/ii complementa
eficientemente el defecto del gen S del fago lambda se puede proponer que los productos de
los genes Sy op/ii desempeñarían fUnciones similares.
Tabla 14. Complenientación de la función del gen Sam7 del fago lambda por el producto del
gen cphl
Cepa de E. cal, Gen de interés
Lambda Samr
Con 3~MBb Sin 3-MB
LE392c + +
liBlOl
HB1Ol(pCIP100) cpu
HBlOL(pÁMRI1) op/ii +
HBlO1(pAMRl2) cp¡iy op/ii +
Las placas de las cepas transformadas se incubaron a 300C, el resto a 370C. En los casos en los que
sea preciso se añade el antibiótico correspondiente.
a — y ±,indican complementación negativa y positiva, respectivamente.
b 3-MB se añadió a una concentración fmal de 0,2 mM.Cepa supresora supFSS de E. cali de la mutación ámbar de gen Sdel fago lambda
3.4.4. Inducción de la actividad de LytA en E. co¡i
El gen que codifica la principal autolisina de S. pneumoniae, la amidasa LytA, se
doné y se expresó en E. cotí sin causar efectos negativos visibles sobre el crecimiento y la
viabilidad del cultivo (García y cols., 1986a). Asimismo, estudios sobre la localización
celular de esta enzima en una cepa de E. cali que expresa constitutivamente el gen lytA
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Figura 22. Expresión de cphl y cpU en E. cali. A) Curvas de crecimiento. Cultivos de
HiBlOl(pNMI8S) (O , e), HBlOI(pAMRI 1), (0 u ) y HBlOI(pAMRI2) (¿ >6 ), sin inducir
(símbolos blancos) o inducidos en el tiempo O con 3-MB (símbolos negros). Los cultivos se
incubaron a 300C. B) Viabilidad de los cultivos anteriores, expresada en UFC/ml.
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indicaban que esta proteina está unida débilmente a la cara externa de la membrana
cítoplasmática, y se propuso que esta interacción con la membrana podría representar un
mecanismo de regulación negativa para la actividad de esta enzima lítica (Diaz y cols~,
1989) En este punto hay que recordar que tanto la amidasa LytA como la lisozima Cpll
son enzimas que dependen de colina para su actividad Sin embargo, se ha comentado
anteriormente que cuando la lisozima CplI se expresa junto a la holina Cphl, los cultivos de
E. cali se lisan al menos parcialmente. En este sentido se planteó estudiar si la lisis de E
cali se producía también por efecto de LytA cuando se expresaba conjuntamente con la
holina CphI Para ello se transformó la cepa HBIOI(pAMRI 1), que lleva el gen cphl bajo
el control del promotor inducible Pm, con pGL8O que lleva el gen ¡y/A y lo expresa
constitutivamente. El resultado, como se muestra en la Figura 23, demuestra que la lisis se
produce cuando se añade el inductor 3-MB al cultivo. Este comportamiento concuerda
también con lo descrito para la expresión conjunta de LytA y la holina del fago EJ-l (Iiíaz y
cols., 1996), lo que demuestra claramente que las enzimas líticas de neumococo no rompen
la pared de E. cali si están confinadas en la membrana, pero son capaces de romper un
número suficiente de enlaces de la pared celular, y provocar lisis, cuando el acceso a dicho
sustrato está facilitado por la expresión de la holina.
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Figura 23. Expresión de cph¡ y lyrA en E. cali. Cultivo de HBIO1(pAMRI l)(pGL8O) sin inducir
(O ) o inducido, en el tiempo O, con 3-MB (e Y La temperatura de incubación fue 300C
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3.4.5. Clonación dc los genes cphl y cpU en neumococo
El objetivo de donar estos genes en el sistema homólogo plantea serios
inconvenientes, puesto que no existe ningún vector que replique en neumococo que posea
promotores inducibles que permitan regular a voluntad la expresión de genes con efectos
deletéreos, como son los implicados en el mecanismo de lisis fágica. Como posible
alternativa se utilizó el vector pLSE1 y para evitar la posible letalidad de los productos de
estos genes, éstos se donaron sin su propio promotor. De esta manera, su expresión
depende del promotor constitutivo de la proteína que proporciona resistencia a la Tc y que
se encuentra separado aproximadamente a 1,6 kb del codón de comienzo del gen donado.
En la Figura 24 se esquematiza la estrategia de donación. Con la mezcla de ligación se
transformó la cepa C600 de E. cotí, como paso previo para obteñer el plásmido
recombinante adecuado antes de transformar la cepa M3 1 de neumococo. La construcción
correcta dé los plásmidos recombinantes pAMR21 y pAMR22 se comprobó por cortes con
enzimas de restricción, por hibridación y secuencia.
Para demostrar que se expresaban los genes donados se hicieron experimentos de
transcripción-traducción in vitro siguiendo el método descrito en el apartado 17.2 de
Materiales y Métodos. Como se puede ver en la Figura 25, el plásmido pAMR2l codifica
una proteina de masa molecular 15,5 kDa que coincide con la deducida de la secuencia de la
holina (calle 3), por otra parte, el plásmido pAMIR22 codifica dos proteínas de 15,5 y 41
kDa, que concuerdan con las masas moleculares deducidas de la secuencia de la holina y de
la lisozima, respectivamente (calle 1). En la calle 2 aparecen las proteínas codificadas por el
plásmido pLSE 1 que sirve como control del experimento y de la especificidad de las
proteínas codificadas por los correspondientes plásmidos recombinantes.
3.4.6. Expresión de los genes cphl y cpu en neumococo
La expresión del gen de la holina de Cp-1 en neumococo produce, al igual que en E.
ooli, un retraso del crecimiento del cultivo que va acompañado de la pérdida de viabilidad
del mismo (Figura 26). Sin embargo, aunque los efectos cualitativos en las dos bacterias son
los mismos, en neumococo el efecto resulto ser menos letal, pues después de 4 horas de
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incubación el número de células viables disminuye media unidad logarítmica, mientras en E.
cali, después de dos horas desciende 2 unidades logarítmicas.
Por otra parte, el efecto producido en una cepa LyU de neumococo (M3 1) por la
expresión de la lisozima Cpll, ya había sido analizada anteriormente (Romero y cols.,
1993), usando para ello una construcción similar a la presentada en esta Memoria (cpU se
clonó en pLSEI desprovisto de su propio promotor), observándose que M3 1 se lisaba pero
sólo dos horas después de alcanzar la fase estacionaria. Sin embargo, cuando se analizó el
comportamiento de M3 1 transformado con pAMIR.22, que expresa los dos genes líticos
(cphi y cpu), se comprobó que la lisis se producía más rápidamente, sin que el cultivo
llegase a alcanzar la fase estaccionaria (Figura 26A). Estas observaciones sugerían
claramente la implicación de la bolina en la aceleración del proceso de lisis. No obstante, la
pérdida de viabilidad de los cultivos de M3 1, antes de la lisis, era notablemente menor que
en el caso paralelo de E. cali transformado con pAMRl2.
Para corroborar que la holina ejercía el efecto fisiológico esperado, se intentó
comprobar sí moléculas de localización exclusivamente citoplasmática atravesaban la lesión
o “agujero” formado por la holina en la membrana citoplasmática para ser detectadas en las
estructuras periféricas. En primer lugar se evaluó el DNA, marcado radiactivamente, en los
sobrenadantes de los cultivos M3 1(pLSE1), M31(pAMR21) y M31(pAMR22), con
resultados negativos pues se encontró una mínima cantidad de radiactividad en los tres
casos, antes de lisarse M31(pAMR22). A continuación se analizaron en M3 1 con y sin
bolina los niveles de neumolisina, la hemolisina de neumococo, que es una proteína
exclusivamente citoplasmática (Johnson, 1977). Para ello se siguió la técnica de obtención
de protoplastos descrita por Seto y Tomasz (1975) que permite la preparación de células
desprovistas de pared y, por tanto, la detección de sustancias localizadas en el espacio
periplásmico que han atravesado la membrana. De esta manera, se comprobó que
M3 1 (pLSE 1) no liberaba hemolisina, pero en M3 l(pAMR2l) y M3 l(pAMIR22) si se
detectaban cantidades significativas de esta proteína. Ambos cultivos tenían niveles similares
en el períplasma y era mucho más evidente al final de la fase exponencial de crecimiento
(datos no mostrados>. Estos resultados demostraban que la holina provocaba algún tipo de
lesión en la membrana que permitiría el paso de determinadas proteínas y, previsiblemente,
era responsable de la rápida translocacián de la lisozima hacia su sustrato para desencadenar
la lisis final del cultivo.
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4. INICIACIÓN DE LA RE1’LICACIÓN DEL BACTERIÓFAGO Cp-1
El fago Cp- 1 replica su DNA mediante un mecanismo que utiliza TP como donadora
del grupo 3 ‘-OH libre que requiere la DNA polimerasa para iniciar el proceso. A esta
conclusión se llegó cuando se incubaron extractos de neumococo infectados con [a-
32P]dATP, dando como resultado la aparición de la TP marcada (García y cols., 1986). En
los sistemas que replican por este mismo mecanismo se ha demostrado que los orígenes de
replicación están en los extremos y, en algunos de ellos, se ha determinado el sitio exacto de
iniciación (Méndez y cols., 1992; Caldentey y cols., 1993; King y van der Vliet, 1994).
Basándonos en estos datos nos propusimos estudiar el sitio de iniciación de la replicación en
el genoma del fago Cp- 1.
Como paso previo, se comprobó que se podian utilizar extractos de neumococo
infectado con Cp-1 como fUente de DNA polimerasa y TP y, por otra parte,
oligonucleótidos sintéticos como molde. Del resultado positivo de este experimento se
concluyó que no era necesario tener purificadas las proteínas implicadas en la iniciación de
replicación para realizar este tipo de experimentos. Se hicieron ensayos de iniciación con las
fracciones obtenidas en el proceso de eliminación de células enteras y restos celulares,
llamadas sobrenadantes de alta velocidad, con las fracciones obtenidas después de la
eliminación del DNA con polietilenimina, llamadas sobrenadantes de baja velocidad, y con
las fracciones resultantes de la precipitación con sulfato amónico, tanto de células de
neumococo infectadas por el fago como de las no infectadas, que sirven como control de
especificidad (Figura 27). Como molde se usaron los oligonucleótidos sintéticos (12-mer)
que llevan la secuencia del extremo derecho de 4>29 (Tabla 15). Se usaron estos
oligonucleótidos como molde porque previamente se había demostrado para otros sistemas,
como el fago 4>29, que se podía usar cualquier secuencia para obtener una respuesta positiva
en la reacción de iniciación (Méndez y cols., 1992), aunque la eficiencia que se conseguía
era variable. Además, en estos experimentos se comprobó que el Mn2 era mas eficiente
como activador de la reacción que el ión Mg». Como se puede ver en la Figura 27, la
reacción de iniciación se debe a proteínas fágicas puesto que no hay formación de complejo
de iniciación usando extractos no infectados, y depende además del DNA exógeno, ya que
si no se añade este DNA no se produce el complejo TP-dAMP.
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En todos los experimentos realizados se utilizó como control positivo del proceso y
de la movilidad electroforética del complejo de iniciación TP-dNMIP, la reacción de
iniciación llevada a cabo con las proteínas DNA polimerasa y TP de 4>29 purificadas. Dada
la mayor masa molecular de la TP de 4>29 (31 kDa) con respecto a la de Cp-1 (26,8 kDa), la
movilidad del complejo de iniciación con proteínas purificadas de 4>29 siempre era menor
que la de Cp- 1. Como control negativo se empleó una muestra en la que no se añadía DNA.
Tabla 15. Moldes de DNA de $29 para los ensayos de iniciación y elongación
DNA Secuencia (3~~.>5~)a dNTP preferido para la iniciación
$29 oriR(12) Y~TCATCCCATG dATP
$29 TlC(12) CTTCATCCCATG dATP
4>29 T2C(12) TCTCATCCCATG dATP
$29 T3C(12) 1TCCATCCCATG dGTP
4>29 oriL(12) 1TI?CAY~CGOGG dATP
a Los cambios producidos en la secuencia salvaje están subrayados. Las letras en negrita indican el
sitio de iniciación en cada molde.
4.1. Formación del complejo de iniciación usando oligonucleótidos (29-mer) con la
secuencia del extremo del genoma del fago Cp-1
Una vez comprobado que se podía trabajar con extractos crudos o semipurificados
en lugar de con proteínas purificadas, se realizaron los experimentos de iniciación
empleando oligonucleótidos que contenían la secuencia 3’ de los extremos del DNA de Cp-
1. Los extractos utilizados se sometieron a un paso de purificación utilizando para ello una
columna de intercambio iónico, tal como se indica en el apartado 16.2 de Materiales y
Métodos, con lo que se eliminaba una gran cantidad de proteínas del extracto. Como se
muestra en la Figura 28, al incubar la fracción activa con el molde ori(29) (Tabla 16), [a-
32P]dATP y MnCI
2 como catión activador se produjo la formación del complejo de
iniciación TP-dAMP. La eficiencia de esta reacción es proporcional a la cantidad de
extracto soluble usado (calles 3-5). Extractos de neumococo no infectados no fUeron
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capaces de producir la formación del complejo de iniciación (calle 1) lo cual demostró que
el complejo formado con los extractos infectados se debe exclusivamente a proteínas
codificadas por el fago. Asimismo, se demostró que la formación del complejo fUe
estrictamente dependiente de la adición del DNA exógeno (calle 2) puesto que la formación
no tiene lugar en ausencia de DNA. Además, para la iniciación de la replicación del DNA de
Cp- 1 no se requirió el origen completo (TP-dsDNA) pues es capaz también de utilizar
eficientemente como molde moléculas de DNA de cadena sencilla, como ya se había
descrito para otros sistemas con TP que replican por el mismo mecanismo (Méndez y cols.,
1992; Caldentey y cols., 1993; King y van der Vliet y cols., 1994).
Tabla 16. Moldes de DNA de Cp-1 para las reacciones de iniciación y elongación
DNA Secuencia (3’.->5’)
dNTP preferido
para la iniciación
Eficiencia de
iniciación (o/)b
ori(29) ‘ITTCGTACATGAGGGGGTGGGGAAAAAGT dAMP 100
ori(29) TIC CTTCGTACATGAGGGGGTGOEJGAAAÁAGT dAMP 34
orí(29) T2C TCTCGTACATGAG*3666TGGOGAAÁAAGT dAMP 0,3
ori(29) T3C TI’CCGTACATGAGGGGGTGGGGAAAAAGT dGTP 5,2
ori(29) T3A flACGTACATGAGGGOGTGGGGAAAAAGT dATP <0,03
ori(29) T3G
tri
TrGCGTACATGAGGGGGTGGGGK&XAAGT dCTP
dGTP
<0,03
0,03
a Los cambios producidos en la secuencia salvaje están subrayados. Las letras en negrita indican el
sitio de iniciación en cada molde.
b La eficiencia de iniciación se expresa en relación con la actividad obtenida con ori(29).
4.2. La iniciación de la replicación del DNA de Cp-1 está dirigido por el tercer
nucleátido
Como se ha dicho anteriormente, la formación in vi/ra de TP-dAMP es
estrictamente dependiente de la presencia de DNA. La primera cuestión a resolver era si el
DNA realmente actúa como molde para la formación del complejo de iniciación o
simplemente estimula la reacción. Para distinguir entre ambas posibilidades, se ensayó la
formación del complejo con cada uno de los cuatro nucleótidos marcados, en presencia del
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oligonucleótido ori(29) que tiene ¡a secuencia terminal 3’ del DNA de Cp- 1 (Tabla 16).
Como se muestra en la Figura 29, el dAMP se unió eficientemente a la TP, mientras que no
ocurrió lo mismo con el resto de dNTPs, lo que indica claramente que la formación del
complejo TP-dAMIP está dirigida por una T de la molécula del DNA.
El DNA de Cp- 1 tiene una repetición de tres timinas (T) en sus extremos 3’ (Figura
4), lo que sugiere que alguna de ellas tiene que ser la que dirija la reacción de iniciación.
Para comprobarlo se sintetizaron oligonucleótidos con una sola sustitución en cada una de
las tres timinas (ori(29) TiC, ori(29) T2C, ori(29) T3C) (Tabla 16) y se usaron como molde
en las reacciones de iniciación con cada uno de los dNTPs marcados radiactivamente. La
sustitución de la primera T por C (ori(29) TIC) no produjo un cambio significativo (Figura
29), el dNTP que se une preferentemente a la TP es el dAMP, y la eficiencia de
incorporación del resto de los dNTPs fUe en todos los casos menor al 104 La eficiencia
absoluta de incorporación de dAMIP se redujo parcialmente con respecto a la secuencia
original (34%) (Tabla 16). Igualmente, como también se puede ver en la Figura 29, la
sustitución de la segunda T, no alteró la especificidad del dNTP que se va a unir a la TP,
aunque este cambio produjo una drástica disminución de la eficiencia absoluta (0,3%)
(Tabla 16). Por el contrario, la sustitución de la tercera T por C, no sólo produjo una
reducción de la eficiencia absoluta (Tabla 16), sino que también provocó un cambio en la
especificidad, puesto que es dGMP el que se unió a la TP y no dAMP como en los casos
anteriores, (la reacción con dAlvIP fue sólo el 1% de la obtenida con dGMP). Este resultado
indicó claramente que el inicio de la replicación de Cp-1 ocurre en el nucleótido
complementario al que se encuentra en la tercera posición del extremo 3’ del DNA.
También indicó que el complejo IP-DNA polimerasa puede reconocer oligonucleótidos con
la secuencia terminal alterada. Para corroborar estos resultados se sintetizaron
oiigonucieótidos con la tercera T sustituida por A (ori(29) T3A), por C (ori(29) T3C) y,
por G (ori(29) T3G). La eficiencia de iniciación con estos nucleótidos disminuía
drásticamente aunque la incorporación seguía siendo la del nucleótido complementario al
mutado. Finalmente, el oligonucleótido AT1 (Tabla 16) que es similar al ori(29) con la
excepción de que en vez de tres timinas en el extremo 3’ tiene dos, produjo la formación del
complejo TP-dGMIP (Figura 29), aunque fue extremadamente poco eficiente para la
iniciación. Este resultado proporcionó un dato más para apoyar la idea de que es el tercer
nucleótido el que dirige el proceso de iniciación de la replicación del DNA de Cp- 1.
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4.3. Especificidad del origen de replicación: sitio de iniciación de extractos de Cp-1
sobre secuencias terminales del DNA de 4>29
La sustitución de la primera, segunda o tercera T de la secuencia molde de Cp-1,
como se ha visto en el apanado anterior, reduce a diferentes grados la eficiencia de
iniciación (Tabla 16). Esta reducción puede reflejar alguna especificidad de secuencia para
el reconocimiento del origen de Cp-1 por el complejo TP-DNA polimerasa. Sin embargo,
las mismas proteínas llevan a cabo la reacción de iniciación sobre oligonucleótidos (29-mer)
cuya secuencia corresponde al extremo derecho 3’ del genoma de 4>29 (Figura 30A), de la
misma manera que se habia comprobado con extractos crudos de células de neumococo
infectadas por Cp- 1. De hecho, la eficiencia de la iniciación iii vi/ra usando oligonucleótidos
(29-mer) con la secuencia de Cp-1 o con la de 4>29 fUe aproximadamente la misma. Este
resultado se puede explicar por la similitud existente entre los extremos del DNA de Cp-1 y
de 4>29. Como se muestra en la Figura 30A, seis de los ocho primeros nucleótidos son
idénticos en el origen del DNA de Cp-1 y en los origenes derecho e izquierdo del DNA de
4>29. Hay que recordar que mientras los extremos del DNA de Cp-1 son iguales, el extremo
derecho del DNA de 429 es distinto del izquierdo con la excepción de los seis primeros
nucleótidos que forman las ITRs. El lado izquierdo del genoma de 4>29 es más similar a los
extremos del de Cp-1 que el lado derecho aunque la reacción de iniciación con extractos de
neumococo infectados por Cp-1 es más eficiente con los oligonucleótidos cuya secuencia
corresponde al lado derecho, por razones dificiles de explicar. De los nucleótidos 11 al 23,
8 de los 13 residuos son iguales en el origen izquierdo del DNA de 4>29 y en los extremos
del genoma de Cp-1.
El inicio de la replicación del genoma de 4>29 está dirigido por el segundo nucleótido
del DNA molde (Méndez y cols., 1992), por lo que seria interesante estudiar cómo se
comportan las proteínas de replicación de Cp- 1 sobre las moléculas de DNA con los
orígenes de replicación de 4>29, para determinar si el sitio preciso de iniciación está
determinado por las características estmcturales de las proteínas implicadas o por el DNA
molde. Para ello se usaron como molde en la reacción de iniciación oligonucleótidos (29-
mer) con una única variación en la secuencia del extremo derecho del DNA de 4>29 (Tabla
17). El resultado fine que la formación del complejo de iniciación TP-dAMP estaba dirigida
por el tercer nucleótido del molde, tanto si el molde es de cadena sencilla como de cadena
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doble (Figura 30B y Tabla 17) dado que el cambio de la tercera T por C dió como resultado
la formación del complejo TP-dGMP en lugar de TP-dAMP. Como ocurre con los
oligonucleótidos del DNA de Cp-1 mutados en la segunda y tercera 1, también con los de
4>29 disminuyó fUertemente la eficiencia absoluta de iniciación (Tabla 17). El hecho de
obtener resultados similares con secuencias de Cp-1 y de 4>29 sugiere que el sitio de
iniciación está principalmente determinado por el complejo TP-DNA polimerasa más que
por las señales internas impuestas por la secuencia del DNA.
Tabla 17. Moldes de dsDNA de 4>29 para las reacciones de iniciación
DNA Secuencia (3’—+5’)’
dNTP preferido
para la iniciación
Eficiencia de
iniciación (%)h
4>29 oriR(29)ds TTTCATCCCATGTCGCTG’ITGTATGTGGT dATP 100
4>29 TiCds CTTCATCCCATGTCGCTGITGTATGTGGT CIATP 58
$29 T2Cds TCTCATCCCATGTCGCTG117GTATGTGGT dATP 0,5
4>29 T3 Cds TTCCATCCCATGTCGCTGTTGTATGTGGT dGTP 2,2
8 Los cambios producidos en la secuencia salvaje están subrayados. Las letras en negrita indican el
sitio de iniciación en cada molde.
b La eficiencia de iniciación se expresa en relación con la actividad obtenida con ori R(29)ds.
4.4. Replicación de los oligonucícótidos de ssDNA. Recuperación de la primera y
segunda 1
Los anteriores resultados demostraron que la replicación del Cp-1 comienza en la
tercera posición complementaria al molde desde el extremo 3’, lo que planteaba la incógnita
de si las dos primeras posiciones se recuperaban o no en los primeros pasos de la
replicación. Para contestar a esta pregunta se hicieron ensayos de elongación truncada con
los mismos oligonucleótidos de Cp-1 utilizados para las reacciones de iniciación, es decir,
tanto el que tiene la secuencia original como sus derivados mutantes.
Si se tiene en cuenta la secuencia de los extremos del DNA de Cp-l (3’-
TTTCGTACAT...), en presencia de ddTTP, la elongación sólo puede tener lugar hasta la
primera A del molde (posición 7). Por tanto, silos dos nucleótidos terminales se recuperan
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durante la elongación, la máxima longitud del producto de replicación seria TP-(dNMIP)7.
Por el contrario, si ambos nucleótidos se pierden, el producto mayor de elongación seria
TP-(dNMIP)5. Para poder diferenciar los diferentes productos de la elongación, TP-
(dNMP)~, se usaron geles de poliacrilamida-SDS de alta resolución (ver apartado 25.2 de
Materiales y Métodos). Como se aprecia en la Figura 31, se observaron dos bandas con
todos los oligonucleótidos probados. La banda de mayor movilidad electroforética
corresponde al complejo de iniciación, TP-dAMP (TP-dGMP en el caso de ori(29) T3C) y,
como era de esperar, su movilidad es independiente del molde usado (Figura 31). La banda
superior corresponde al producto de elongación mayor, y su movilidad es claramente
dependiente del oligonucleótido usado como molde (Figura 31). Puesto que no se ven otras
bandas que se corresponderían con productos de elongación intermedios, es de suponer que
sólo hay un producto de elongación final. Para poder asignar la longitud correspondiente a
cada banda se asumió que el producto de elongación de la secuencia original (ori(29)) es
TP-(dNlvIP)7. En el caso de la molécula ori(29) TiC, la diferente movilidad sugiere que el
producto es TP-(dNMP)6, y en el caso del oligonucleátido ori(29) T3C, se correspondería
con TP-(dN?vlP)5. La eficiencia absoluta de replicación está limitada por la eficiencia de
iniciación, por eso el oligonucleátido ori(29) T2C se replica muy mal. Sin embargo, la señal
obtenida para la elongación de este molde, aunque débil se corresponde con la obtenida
para la elongación de ori(29) (TP-(dNMP)7). Para confirmar la correlación entre las bandas
obtenidas y los productos de elongación, se hicieron ensayos de elongación truncada con los
mismos oligonucleótidos pero esta vez en presencia de ddCTP, con el cual la elongación se
detendría en la quinta posición desde el extremo 3’ (Figura 31) y se formaría el producto
TP-Q.INMY)S, en el caso de recuperarse los dos primeros nucleótidos. Cuando se analizaron
los productos de elongación en presencia de ddTTP y de ddCTP en el mismo gel de
electroforesis, el producto resultante de la elongación de la secuencia original en presencia
de ddCTP se corresponde con una banda de movilidad electroforética similar a la obtenida
para el producto del oligonucleótido ori(29) T3C con ddTTP, que sería la esperada para el
producto TP-(dNMP)5. Además el producto obtenido con ori(29) TiC parece ser una base
más corta (TP-(dNMP)4), y el obtenido con ori(29) T3C dos bases más codas (TP-
(dNMIP)3). La movilidad de esta última banda con respecto a la que se obtiene con el
complejo de iniciación (TP-dGTP en este caso) se corresponde perfectamente con la
diferencia de las dos bases entre ambos productos. Para concluir, el producto de elongación
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Estos resultados indican que durante el proceso de replicación de la secuencia
original se recuperan las dos primeras posiciones del molde. Si no fUera así, los productos
elongados en presencia de ddTTP sedan iguales en todos los moldes utilizados, y también
sedan iguales los obtenidos en presencia de ddCTP, aunque dos bases más cortos que los de
ddTTP. Además, es lógico que se recuperen porque, de otra manera, en cada ciclo de
replicación se ida perdiendo información del genoma. La reiteración de las tres timinas
parece crítica para esta recuperación, dado que sustituciones en la primera y en la tercera 1
del molde dan origen a productos de replicación intermedios.
En conjunto, estos resultados apuntan hacia un mecanismo de “sliding-back” en la
transición entre la iniciación y la elongación del DNA, que se discutirá en el apartado 3 de
Discusión, aunque no se podría descartar el mecanismo de “jumping-back”, es decir, el salto
de la tercera a la primera posición del molde. El proceso de “sliding-back” se podría resumir
de la siguiente manera (Figura 34A):
a) el heterodímero IP-DNA polimerasa reconoce el origen de replicación en forma
de ssDNA. El centro activo de la DNA polimerasa posiblemente queda ubicado frente a la
tercera base del extremo 3’ del DNA.
b) la DNA polimerasa, dirigida por el tercer nucícótido, cataliza la adición de dAitvliP
ala IP.
c) el complejo TP-dAMP realiza una translocación hacia atrás (“sliding-back”), de
manera que el nucleótido unido a la TP se coloca frente a la segunda base del molde.
d) la DNA polimerasa utiliza de nuevo la tercera base del molde para extender el
complejo TP-dAMP, dando lugar a TP-(dAMP)2.
e) el complejo IP-(dAMP» se translocaria de nuevo, de forma que el primer
nucleótido unido a la TP se coloca frente al primer nucleótido del molde y el segundo frente
al segundo.
O la DNA polimerasa, por tercera vez, utiliza el tercer nucleótido del molde para
extender el complejo TP-(dAMP)2, formándose TP-(dAMP)3. A continuación, la elongación
ocurre normalmente.
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1. ORGANIZACIÓN FUNCIONAL DEL GENOMA DE Cp-1
Actualmente se conoce un número limitado de secuencias completas de genomas de
bacteriófagos, sobre todo de aquellos que infectan bacterias Gram-positivas. Dentro de este
grupo hay que citar el caso de 4>29 y algunos fagos relacionados (Paces y cols., 1987) y más
recientemente se ha determinado la secuencia de los fagos de Lactacaccus bIL67 y c2
(Schouler y cols., 1994; Lubbers y cols., 1995) asi como la del fago LS de Mycabacterium
tuberculosis (HatfÚll y Sarkis, 1993). Por tanto, Cp- 1 es el primer fago de Streptocaccus
cuyo genoma ha sido secuenciado completamente. Puesto que la genética de neumococo no
está muy desarrollada debido, entre otras cosas, a que no se dispone de cepas supresoras ni
de mutantes fágicos, el estudio de la secuencia de este genoma constituye una importante
herramienta de trabajo para avanzar en los conocimientos de la genética y de la biologia
molecular de ese microorganismo.
Uno de los datos notables que se deducen de la secuencia de nucleótidos es la
ausencia de dianas para algunas enzimas de restricción, tanto las que reconocen 6 pb
(EcaRI, BamHI, PstI), como las que reconocen sólo 4 pb como Sau3A. Este hecho ha sido
relacionado, en el caso del fago PRD1, con su amplio rango de huésped (Bamford y cols.,
1991). No obstante, hasta ahora, se ha descrito que Cp-1 infecta solamente a neumococo y
a S. orahs (Ronda y cols., 1989), otra bacteria filogenéticamente próxima y que contiene
también colina en su pared celular, lo que podría explicar este aparente, limitado rango de
huésped. Por otro lado, la información genética en el genoma del fago está muy compactada
(93% es DNA codificante), pero existen varias regiones intergénicas de apreciable longitud,
como entre las OREs 2 y 3 (207 nt), 7 y 8(224 nt), 8 y 9 (246 nt), 22 y 23 (1.111 nt) y b y
c (284 nt). En la cadena complementaria de la mayor región intergénica (entre las OREs 22
y 23) se localiza la ORF c; aún así, en la región del extremo derecho existe una región no
codificante amplia entre los nt 17.448-17.899 (451 nt) y 18.139-18.559 (420 nt), lo cual
contrasta con la idea de la gran compactación de la información genética en los genomas
fágicos pequeños. Estos genomas suelen carecer de largas regiones intergénicas y, a veces,
los fagos disponen de mecanismos moleculares que permiten que un solo gen codifique dos
proteínas distintas, como el mecanismo de salto de fase, o genes que tienen otro codón de
iniciación fUncional en su interior, o tos casos de reorganizaciones del genoma, como el de
los fagos Mu, Pl, P7 (Casjens y Hendrix, 1988). Otro ejemplo de aprovechamiento de la
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información genética es el de PR4, bacteriófago que infecta E. cali y Salmanella, en el que
un mismo gen da lugar a varias proteínas fUncionales debido a un procesamiento
postraduccional, ya que una pequeña proporción de la proteína mayoritaria de la cabeza se
procesa para dar otras dos proteínas de la cápsida, con lo que, a partir de un gen, se
originan tres proteínas tijncionales (Myung y cols., 1994). En el caso de 4>29, la región no
codificante más larga se encuentra entre las OREs 6 y 7 (aproximadamente 250 nt) pero, en
esta región, se encuentran las zonas promotoras que controlan la transcripción temprana y
tardía.
Si se analiza la secuencia de los extremos (comprendiendo las ITRs), se puede
observar la existencia de tres posibles regiones promotoras consenso, dos en tándem y
fUncionales en los experimentos de “primer extension” (PEl y PE2 en el extremo izquierdo,
y PE4 y PE5 en el derecho) y una en dirección contraria, hacia los extremos del genoma,
que no es fUncional en experimentos de “primer extension” y cuyo significado se desconoce.
Estos tres promotores recuerdan a la región de regulación de la transcripción temprana y
tardía de 4>29, donde A2b y A20 están en tándem y son los promotores de los mRINAs
tempranos y A3 lo es de los tardíos en dirección contraria a los anteriores. Además, este
hecho se podría corresponder con la posible inversión de esta agrupación de genes
tempranos a lo largo de la evolución de estos fagos, con lo cual los tres promotores de los
extremos de Cp- 1 se corresponderían con los promotores AA, M~ y A3 de 4>29 (Figura
32B). El hecho de que estos tres promotores también existan en el extremo derecho del
genoma de Cp- 1, puede ser debido a que el origen de los mismos sea una duplicación
repetida de una secuencia, seguida de una inversión, como sugiere el hecho de que las
secuencias adyacentes a estos promotores sean similares en los tres casos (Figura 32A).
Este dato indicaría que la inversión de los genes tempranos se produciría en el caso de 4>29,
porque si Ibera al revés, sería más dificil tratar de explicar la existencia de estos tres
promotores en ambos extremos.
Por comparación de secuencias de los productos de las ORFs localizadas en las
regiones del genoma que transcriben genes tempranos con las existentes en las bases de
datos, se pueden sugerir las fUnciones de las OREs 4 y 5, como la TP y la DNA polimerasa,
respectivamente. El resto de las ORFs que pertenecen a este grupo de genes tempranos, las
OREs 1, 2, 3, 6, 7, a, b y c, no muestran similitudes significativas con otras proteínas de
fUnción conocida, aunque seria lógico pensar que fUeran proteínas implicadas en la
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replicación o en la regulación de la transcripción como las proteínas p5, pó y p4 del fago
4>29, ya que este tipo de proteínas son las que se necesitan en los primeros estadios de la
infección. A favor de esta hipótesis, está el hecho de que la ORF7 de Cp-1 posee un posible
motivo de unión a DNA de cadena simple pero no totalmente conservado, así como un C-
terminal ácido y un posible dominio de unión a ATP. Ambos aspectos son característicos de
las proteínas SSB que, por el contrario, no suelen presentar homología a nivel de estructura
primaria (Kim y cols., 1992).
Por otra parte, los genes tardíos se localizan agrupados en la parte central del
genoma y se transcriben de izquierda a derecha como en el caso de 4>29. En esta región se
encuentran los genes que codifican las proteínas implicadas en el proceso de lisis, holina y
lisozima, y otras ORFs que codifican proteínas estructurales como la de la cabeza (ORF9),
el conector (ORF 10), el collar (ORE 1 1), u otras que intervienen en el ensamblaje, que,
posteriormente, no se encuentran en el fago infectivo, como la proteína de andamiaje
(ORES) o la de encapsidación (ORF2O). Estos datos concuerdan con los descritos en la
mayoría de los fagos estudiados, donde las proteínas morfogenéticas se sintetizan
coordinadamente en la etapa tardía de infección mientras las que controlan la expresión de
los genes morfogenéticos son de síntesis temprana (Casjens y Hendrix, 1988). Además, los
genes que codifican las proteínas estructurales que forman el virión no se localizan al azar
dentro de los genomas de los fagos, sino que se encuentran agrupados. Así, según Stahl y
Murray (1966) los genes cuyos productos interactúan directamente durante el ensamblaje y
en el virión deben situarse muy cerca unos de otros, lo cual es estrictamente cierto en la
mayoría de los fagos (Casjens y Hendrix,1988).
El hecho de que algunos genes fágicos se transcriban desde diferentes promotores
no es infrecuente. En el fago 17 podemos encontrar un ejemplo bien estudiado de
promotores en tándem que transcriben los genes tempranos del extremo izquierdo de su
genoma (Studier y cols., 1979). En el caso de 4>29, los dos promotores en tándem, A2b y
A20, que inician la transcripción temprana, están separados por 100 pb y son utilizados, al
menos ni vitro, con diferente eficiencia (Murray y Rabinowitz, 1982), en contraste con los
promotores en tándem que muestra Cp-1 (PEI-PE2, PE4-PE5, PL1-PL2 y PLS-PL9), en
los que ambos se utilizan con la misma eficiencia. En el fago AS 11 de Listeria
¡nonocytogenes, se ha demostrado también la existencia de dos promotores en tándem
precediendo a la ORF3 que se encuentra en el extremo 3’ del gen que codifica la proteína
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mayoritaria de la cabeza (Loessner y Scherer, 1995). Recientemente, en el fago Tuc2009 se
han propuesto diferentes promotores precediendo al gen que codifica la presunta holina
(Arendt y cols., 1994) al igual que en el fago 4>105 de B. sublilis (Leung y Errington, 1995).
Con respecto a las secuencias de promotores, hay que resaltar que son pocos los
genes de neumococo cuyos elementos de transcripción hayan sido bien caracterizados. Un
análisis detallado de los promotores de neumococo caracterizados como tales hasta 1990
(Morrison y Jaurin, 1990) puso de manifiesto que aquellos son muy similares a los consenso
de E. cali. Idéntica conclusión se obtuvo del estudio de los promotores tempranos de los
fagos de Bacillus (Murray y Rabinowitz, 1982). El alineamiento de todos los promotores
fUncionales encontrados en el genoma de Cp-1 (Tabla 11) permite deducir una secuencia
consenso que coincide también con las secuencias promotoras consenso de neumococo y de
los fagos de Bacillus (Tabla 11). Sin embargo, la secuencia de los promotores de los genes
tardíos difiere sustancialmente de los anteriores, aunquQ no se conoce si esto tiene alguna
implicación en la regulación de los diferentes niRINAs.
Una de las peculiaridades que comparten algunos fagos y virus animales es el papel
que juega en el proceso de empaquetamiento de DNA un RNA pequeño, llamado RNA
piloto (pRNA). En el caso de 4>29, el pRNA no es un componente del virión pero está
presente en las precabezas durante el proceso de encapsidación, tanto en experimentos
realizados ¡ti vitro como iii viva ((Guo y cols., 1987a, b; Anderson y Bodley, 1990). Su
tamaño es de 174 nt y se transcribe a partir de un promotor localizado en ¡a región de ¡a
izquierda del genoma (Guo y cols., 1987b). Sin embargo, el pRNA aislado es de 120 nt
pues se hidroliza cuando en el procedimiento de obtención no se utilizan inhibidores de
RNAsas (Wichitwechkarn y cols., 1989). Su estructura secundaria muestra dos dominios,
uno más grande (dominio 1) que contiene cuatro hélices y otro menor con dos hélices
(dominio II) separados por 13 nt desapareados (Bailey y cols., 1990; Anderson y Bodley,
1990). La asignación fUncional detallada de los diferentes dominios y hélices se está
llevando a cabo por el grupo de Anderson, fUndamentalmente mediante estudios de
mutantes truncados y de mutagénesis dirigida (Grirnes y Anderson, 1989; revisado por
Anderson y Reilly, 1993; Reid y cols., 1994a, b). RNAs similares se han encontrado en las
precabezas de fagos relacionados con 4>29 y aunque sus estructuras primarias son muy
diferentes, las secundarias están altamente conservadas (Bailey y cols., 1990). Asimismo, se
ha demostrado la implicación del RNA en el empaquetamiento del DNA en el fago híbrido
139
DISCUSIÓN
lambda/4>29 (Donate y Carrascosa, 1991), en el del fago DIOS, relacionado con Mu (Burns
y cols., 1990) y se ha propuesto su participación en poxvirus (Parsons y Pickup, 1990) y en
adenovirus (Hatfleld y Hearing, 1994) cuyo genoma replica valiéndose de un mecanismo
similar al 4>29. Los resultados obtenidos en el sistema de Cp-1 sugieren también la existencia
de una molécula análoga de pRNA, si bien el gen responsable de su síntesis se localiza en el
extremo derecho del genoma y se transcribe hacia el extremo a partir del nt 18.569. El
hecho de que el pRNA en 4>29 se empiece a transcribir a una distancia de 320 nt del extremo
y en cambio el pRNA de Cp-1 a 775 nt puede ser debido a las hipotéticas duplicaciones de
los extremos del genoma antes comentadas. Por otra parte, se ha sugerido que estos RNAs
están implicados en la polaridad de la entrada del DNA en el proceso de su
empaquetamiento a través de la complementaridad de bases existente entre el RNA y el
extremo del DNA (Bjornsti y cols., 1983; Grimes y Anderson, 1989). No obstante, todavía
no se conoce si la disposición de estos RNAs en posiciones opuestas del genoma en 4>29 y
Cp- 1 tiene relación con el extremo del DNA que se empaqueta primero, pero es interesante
resaltar que el inicio de este RNA en el caso del Cp-1 está más alejado del extremo que en
el caso de 4>29, de forma que no se localiza en la zona de ITRs y se pueden distinguir ambos
extremos. Por tanto, la similitud entre las estructuras secundarias de estos pRNAs de fagos
que infectan dos huéspedes diferentes, añade un nuevo interés filogenético al estudio de este
RNA pequeño que juega un papel fUndamental en el empaquetamiento del DNA del fago.
En relación con esta prioridad en el empaquetamiento, en el sistema hibrido lambda/4>29 se
ha observado que el conector de 4>29 une preferentemente el pRINA de dicho fago a otros
RNAs de pequeño tamaño, lo que indica que se requiere un RNA específico para
seleccionar el DNA apropiado para empaquetar (Valpuesta y cols., 1993). Además, la
implicación de estos pRNAs en la encapsidación de ciertos genomas virales podría
convertirles en una diana potencial de interés para el diseño de drogas antivirales.
Por otra parte, Cp- 1 y 4>29 muestran similitudes morfológicas muy notorias y
comparten el mismo mecanismo de replicación. Además, como ya se ha señalado, la
organización de ambos fagos es similar y presentan proteínas muy similares. Estos datos
sugieren que al menos una parte de los genomas respectivos puede haber divergido a partir
de un ancestro común muy alejado en el tiempo. No obstante, el análisis global de la
organización fUncional revela que la principal diferencia entre los genomas de Cp-1 y 4>29 es
la posición de los niRNAs tempranos de la parte izquierda del genoma, que corresponde a
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los genes que codifican, entre otros, la TP y la DNA polimerasa. En 4>29, este mRNA
temprano se transcribe de derecha a izquierda, y la proteína temprana, p4, está implicada en
la terminación de la transcripción temprana y la activación de la tardía que tiene lugar de
izquierda a derecha (Salas y Rojo, 1993). Por el contrario, Cp-1 transcribe casi
exclusivamente una sola cadena de DNA, de izquierda a derecha y no está claro que la
transición de la transcripción temprana a la tardía esté controlada por una única región del
DNA (Figura 33). En este sentido, la organización transcripcional de PRD1 (Bamford y
cols. 1991) se parece más a la de Cp-1, ya que los genes tardíos se transcriben de izquierda
a derecha y se localizan en el centro del genoma y los tempranos se encuentran en los
extremos, transcribiéndose de manera similar a los de Cp-1 (Figura 33). Si se supone que
los genomas de los fagos Cp-1 y 4>29 evolucionaron a partir de elementos genéticos
ifincionalmente similares se puede especular con que la región de la izquierda de alguno de
los genomas haya sufrido una inversión en algún momento durante dicha evolución. Por lo
general, se ha observado una organización fUncional similar y una evolución a partir de un
ancestro común entre genomas o agrupaciones de genes entre bacteriófagos relacionados
que infectan a la misma bacteria (Vasala y cols., 1993), en contraposición al caso de Cp-1 y
4>29 que infectan a bacterias muy distintas entre sí. No obstante, se acepta cada día más la
idea de que genomas de Lagos no relacionados deben haber intercambiado parte de sus
genes, como se ejemplifica muy bien en el caso de los genes de las fibras de la cola de los
Lagos lambda, Mu, Pl, P2 y T4 (Sandmeier, 1994). Como resultado, genes individuales
aparecen como mosaicos integrados por partes derivadas de conjuntos de genes comunes.
Por tanto, la transferencia horizontal constituye el factor fUndamental en la evolución de una
parte específica de los genomas fágicos. Recientemente, Ackermann y cols. (1995) han
postulado un origen común para los Lagos con cola, en relación a una serie de propiedades
comunes como la estructura de la cabeza y la cola, el genoma con DNA de doble cadena,
grupos de genes con fUnciones relacionadas y la maduración de las proteínas de las
precabezas por proteolisis. Además, la adquisición y reordenamiento de segmentos de genes
bajo una fUerte presión selectiva es un hecho frecuente en bacterias aunque todavía no se
haya estudiado extensamente. En este sentido nuestro laboratorio ha investigado la
interrelación fago-bacteria desde el punto de vista de los genes de las enzimas líticas, sobre
todo en el caso del fago atemperado HB-746 de neumococo (Romero y cols. 1990b; López
y cols., 1995). Dicho sistema ha proporcionado datos experimentales que sugieren que
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evolutivo, han dado lugar a enzimas líticas capaces de degradar la pared bacteriana. Se
podría por tanto especular con que, mediante mecanismos de recombinación, el gen
ancestral de la enzima lítica de Cp-1 adquirió el dominio de unión a colina que determinó su
especificidad para reconocer y degradar paredes conteniendo colina lo que, por
consiguiente, condicionan el estrecho rango de huésped que presenta el fago Cp- 1. Por el
contrario, la adquisición de este dominio no se habría dado en el caso de 4>29 y,
posiblemente, dicho evento habría determinado el punto de divergencia entre los dos Lagos.
2. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS CODifICADAS POR Cp-l
Ya se ha comentado anteriormente la gran similitud entre distintas proteínas de 4>29
y de Cp-1. Entre todas ellas, la DNA polimerasa de Cp-1 es la que posee un mayor grado
de identidad con la correspondiente de 4>29, particularmente en los motivos que se han
demostrado fUndamentales en el grupo E de las DNA polimerasas; por ejemplo, los motivos
ExoL, ExoIL y Exolíl, que son los responsables de la actividad exonucleasa 3’—>5’ y la
capacidad de desplazamiento de banda (Soengas y cols., 1992), y los motivos 1, 2a, 2b, 3 y
4 que son los responsables de la iniciación de la replicación por el mecanismo de “protein-
prímíng” y de las reacciones de polimerización del DNA. Además, la DNA polímerasa de
Cp-1 también contiene una inserción, entre las regiones 1 y 2a, que es una característica
compartida con las DNA polimerasas que replican mediante “protein-priming” (Braithwaite
e Ito, 1993). Esta última región se ha sugerido que está implicada en la alta procesividad de
la polimerasa de 4>29 (Salas, 1991). Desde un punto de vista evolutivo, está claro que la
DNA polimerasa de Cp- 1 muestra unas regiones conservadas más relacionadas con el grupo
de DNA polimerasas que comparten el mecanismo de “protein-priming” que con la única
DNA polimerasa descrita hasta ahora en neumococo (López y cols., 1989). En este sentido
la DNA polimerasa de £ pneumoniae contiene los dominios implicados en la polimerización
y en la actividad exonucleolítica 5’—*3’; sin embargo, en contraste con la mayoría de las
DNA polimerasas, esta enzima carece de la actividad exonucleolítica 3’—>5’, a pesar de la
identificación de algunos aminoácidos importantes característicos de los motivos de este
dominio exonucleolítico (Díaz y cols., 1992b).
Por otra parte, la TP es otra de las proteínas implicadas en este mecanismo peculiar
de replicación del DNA. La secuencia primaria de las proteínas terminales conocidas hasta
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Por otra parte, la TP es otra de las proteínas implicadas en este mecanismo peculiar
de replicación del DNA. La secuencia primaria de las proteinas terminales conocidas hasta
hoy no muestra una gran similitud entre ellas, pero comparten perfiles hidropáticos
similares, como ocurre con la proteína que codificada la ORiF4 de Cp- 1. Además, la
localización de la ORF4 en el genoma fágico, precediendo al gen que codifica la DNA
polimerasa es la misma que la que presentan los genes de la TP de los Lagos PRD1, 4>29,
PZA y GAl. En los casos en que se ha determinado el aminoácido concreto de unión al
DNA, se ha visto que éste está situado en una zona de giro ¡3 precedido de una región de
hélice a. En el caso de la TP de Cp-1, se ha demostrado que se trata de una thr (García y
cols., 1 986b), aunque la asignación precisa del residuo concreto, basado en entornos de
estructura secundaria como se ha descrito en otros sistemas, no es posible por el momento.
En lo que se refiere a las proteínas de la cola, Cp-1 sintetiza dos proteinas que se
parecen a las regiones N- y C-terminales de la única proteína de la cola de 4>29. Esta cumple
dos fUnciones diferentes, por una parte estructural de formación de la cola por donde el
fago inyecta su DNA en el huésped y, por otra, la de estabilizar el empaquetamiento del
DNA en la precabeza (Lee y Guo, 1994). Por otra parte, en el fago c2, se ha demostrado la
existencia de dos ORFs, separadas en el genoma, que codifican proteínas de la cola, la más
pequeña encargada de construir la principal proteína de la cola y la mayor de formar la
proteína responsable de la adsorción al huésped (Lubbers y cols., 1995). Por el momento no
se sabe si las dos proteínas de la cola de Cp-I reflejan las dos diferentes flinciones que
desempeña la de 4>29, o si se trata de un caso similar al del fago c2.
Los conectores de los fagos son unas estructuras que unen la cabeza y la cola, y
suelen estar formados por varias proteínas, la portal, las de terminación de la cabeza y las de
inyección. La proteína portal es el sitio de entrada del DNA durante el proceso de
empaquetamiento y el sitio de salida durante la inyección del DNA. Se ha descrito que los
conectores de diferentes sistemas fágicos no relacionados presentan una morfología similar
y comparten los mismos rasgos estructurales, lo cual indica que la conservación de esta
estructura debería estar relacionada con la ifincionalidad del conector y, por tanto, con la
posibilidad de ensamblaje de las precabezas (Donate y Carrascosa, 1991). Aunque se ha
visto que las proteínas de diferentes tipos de Lagos que tienen fUnciones análogas en los
viriones no presentan una homología de secuencia, excepto en Lagos relacionados, una
comparación de proteínas del conector de diferentes Lagos muestra la existencia de una
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región N-terminal cargada positivamente y de un pI básico (Rishovd y cols., 1994). En el
caso de 4>29, el conector está formado solamente por la proteína portal, que interviene en el
empaquetamiento del DNA por medio de su unión al pRINA a través del sitio de unión a
RNA que presenta su secuencia de aminoácidos (Donate y cols., 1993). Se ha demostrado
que su dominio N-terminal cargado positivamente es el encargado de unirse al DNA para su
posterior empaquetamiento en las precabezas a través de las cargas positivas que presenta y
que interactúan con las negativas del complejo TP-DNA (Donate y cols., 1992), sin que
exista una dependencia de alguna secuencia específica (Herranz y cols., 1986). El producto
de la ORiFIO de Cp-1 posee una gran similitud con la proteína del conector de 4>29 a lo
largo de toda la molécula, tiene un pI básico (5,28) y un N-terminal cargado positivamente,
aspectos éstos característicos, como acabamos de ver, de las proteínas del conector de
diferentes Lagos. También se puede sugerir en su secuencia un dominio de unión a RNA
(Kenan y cols., 1991), al igual que el existente en la de 4>29, que se encargaría de unirse al
pRNA de Cp-1, de manera análoga a lo propuesto para 4>29.
Las proteínas de la encapsidación en los diferentes Lagos son las encargadas de
proporcionar la energía necesaria para la translocación del DNA al interior de las
precabezas, por lo que todas ellas presentan motivos de unión a ATP. En el ejemplo de los
DNAs lineales que se replican formando concatémeros, estas moléculas también digieren el
DNA en sitios específicos, cos o pac, o en secuencias inespecíficas (Black, 1988). En el
caso de 4>29, cuyo DNA replica por “protein-priming”, la proteína de la encapsidación
hidroliza una molécula de ATP por cada dos bases empaquetadas (Guo y cols., 1987d).
Esta proteína se une a las precabezas para realizar el empaquetamiento del DNA, a través
de su unión al pRNA previamente unido al conector. Como se ha citado en el apartado 1.3
de Resultados, esta proteína presenta motivos de unión a ATP, Mg» (Guo y cols., 1987d) y
RNA (Grimes y Anderson, 1990). De manera análoga, en la ORE2O de Cp-1 son claramente
distinguibles los dos tipos de motivos de unión a ATP, A y 13 (Figura 8); además se puede
sugerir la existencia de un motivo de unión a RNA y un probable sitio de unión a
aunque, en este caso, los aminoácidos clave, cys e his, van consecutivos en lugar de estar
separados por uno o dos residuos. Por otra parte, se ha visto durante el proceso de
purificación de la proteína de encapsidación de 4>29 (Guo y cols., 1986) que se trata de una
proteína muy insoluble, lo que se ha relacionado con su alta hidrofobicidad: el contenido en
F, Y, L, 1, M, y y W es del 46% comparado con el 29% de media de las proteínas de E.
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cali. Asimismo, en el caso de la de Cp-1, el contenido en estos aminoácidos alcanza un
40%.
El procesamiento proteolítico de las proteínas que participan en la morfogénesis
viral es un fenómeno ampliamente generalizado y que tiene lugar en numerosos virus
animales y bacterianos (Dougherty y Semier, 1993). Uno de los ejemplos más estudiados es
el procesamiento de estas proteínas en el fago T4. En este caso, la proteasa gp2 1 codificada
por el fago se ensambla en el interior de la precabeza y después, a causa de determinadas
señales, se activa ella misma mediante proteolisis. La proteasa ahora activa, gp2 1*, digiere
en pequeños fragmentos al menos diez de las proteínas estructurales que componen la
precabeza para, finalmente, degradarse (Showe y cols., 1976a, b). La secuencia específica
reconocida por esta proteinasa es Pho-Pho-Gh2, dónde Pho indica un aminoácido
hidrofóbico, Glu, ácido glutámico y la flecha el sitio de corte (revisado por Black y Showe,
1983; Keller y cols., 1984). Otros fagos también presentan proteolisis de precursores de la
cabeza, como P2 y lambda, las proteínas de la cola de lambda y T5, las del cuello y
apéndices de 4>29, las de las fibras de la cola de T2 (revisado por Casjens y Hendrix, 1988)
y, más recientemente, se ha descrito el procesamiento de la proteína de la cabeza de PR4
(Myung y cols., 1994), de H1K97 (Duda y cols., 1995a, b) y en proteínas del fago Ml 1
(Loessner y Scherer, 1995). No obstante, el origen y la especificidad de la correspondiente
proteasa permanece todavia sin determinar en la mayoría de los casos (Casjens y Hendrix,
1988).
El ensamblaje de los bacteriófagos sigue generalmente un orden secuencial preciso
(Casjens y Hendrix, 1988) de forma que, si alguno de los pasos no se produce o lo hace de
manera inadecuada, el proceso no continúa sino que da lugar a la acumulación de un
producto intermedio del proceso, que conduce a la formación de una partícula fágica
aberrante. La proteína mayoritaria del virión de Cp- 1 sufre el procesamiento de los 48
primeros aminoácidos de su N-terminal (Figura 17). Los resultados de nuestros
experimentos demuestran que la proteína de la cabeza se procesa para formar el fago
infectivo ya que, en el virión maduro, no se encuentra la forma de la proteína sin procesar y,
en cambio, si se encuentra en la banda superior que carece de DNA y que se aisla en la
purificación del fago mediante centrifUgación en CsCI. Como se ha comprobado mediante
experimentos de “Western-blot” con anticuerpos frente a la proteína de la cabeza, en esta
banda del gradiente aparecen las dos formas de la proteína de la cabeza (Figura 18A). La
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explicación más plausible es que la proteína sin procesar no es capaz de formar una
precabeza estable que empaquete el DNA y, simultáneamente, las precabezas correctamente
formadas con la proteína procesada han sido incapaces de empaquetar y formar un virión
maduro por algún defecto en las etapas posteriores. Esto estaría de acuerdo con los
procesas de ensamblaje y empaquetamiento ampliamente estudiadas en vados Lagos
(Casjens y Hendrix, 1988; Black, 1988). Nuestros resultados sugieren, además, que el
producto de la ORF14 es responsable del procesamiento de la proteína de la cabeza de Cp-
1, es decir, o bien codifica la proteasa encargada del proceso o es un factor que estimula
una proteasa celular o la autoproteolisis de la proteína de la cabeza. Los resultados
obtenidos sugieren que se tratada de una verdadera proteasa, ya que si fUera un factor que
la induce o la activa, estaríamos en presencia de una enzima que reconoce una secuencia
específica y que está presente en bacterias tan distantes como E. cali y neumococo, ya que
el procesamiento se produce en las dos especies. Los resultados preliminares obtenidos en
los clones de E. cali que expresan simultáneamente la ORE9, que codifica la proteína
mayoritaria, y la ORFI4 indican una baja eficiencia del procesamiento de la proteína. Ésto
se podría deber a un nivel bajo de expresión de la proteasa en contraste con la
hiperexpresión de la proteína de la cabeza o bien a la necesidad de algún otro factor,
posiblemente también de origen fágico, que aumente la eficiencia del procesamiento, de
forma similar a lo que se ha sugerido en el fago T4 (Hintermann y Kuhn, 1992), en los
comovirus (Peters y cols., 1992a, b), o recientemente en adenovirus donde se requiere DNA
y un péptido especifico como cofactores de la reacción (Mangel y cols., 1993). El papel
exacto de estos cofactores adicionales no se conoce, pero son imprescindibles en los
ensayos de proteolisis. En cualquiera de los casos, parece que se trata de la primera
proteasa codificada por un genoma fágico de pequeño tamaño, menos de 25 kb, ya que
hasta ahora sólo se habían descrito proteasas codificadas por los genomas de los fagas
lambda y T4, entre otros, todos ellos con genomas grandes. Recientemente, se ha postulado
la existencia de una proteasa en el genoma, de aproximadamente 40 kb, del fago HK97
(Duda y cols., 1995a). Curiosamente, en el caso de 4>29 no se ha demostrado que codiflque
ninguna proteasa responsable del procesamiento de la proteína que forma los apéndices, ya
que se ha sugerido que sería una proteina del huésped la que realiza la proteolisis (Tosi y
cols., 1975). Por otra parte, en el fago PR4 (14,5 kb), relacionado con PRD1, la proteína
mayoritaria de la cabeza es el precursor de otras dos proteínas de la cápsida, pero todavía
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no se conoce nada acerca del origen de la proteasa encargada del procesamiento (Myung y
cols., 1994).
Respecto a la especificidad del enlace hidrolizado, se han descrito una gran variedad
de secuencias de reconocimiento entre las proteasas virales y del huésped, todas ellas
implicadas en el procesamiento de distintas proteinas estructurales de los viriones (Casjens y
Hendrix, 1988). Si se analiza la secuencia de corte de la proteasa de Cp-1 (Figura 17), se
parece ligeramente a la que reconocen las serín-proteasas de flavivirus que tienen
preferencia por cortar después de dos aminoácidos básicos y antes de un aminoácido de
cadena corta como ala, ser o gly (Chambers y cois., 1990a, b). Por otra parte, la secuencia
N-terminal de la proteína procesada presente en el virión (ala-thr-val) coincide con la
correspondiente secuencia de reconocimiento de varias proteasas del tipo de las del fago T4
en el extremo 14-terminal de la proteína liberada (Black y Showe, 1983), si bien la secuencia
C-terminal del fragmento de 48 aminoácidos liberado en Cp- 1 no revela ninguna similitud
con la producida por las proteasas de T4.
En la búsqueda de motivos fUncionales en la secuencia de aminoácidos del producto
de la ORFI4 con la base de datos PROSITE, se encontraron motivos característicos de las
serín-proteasas que, aunque no están totalmente conservados, presentan los aminoácidos
requeridos para su acción catalitica. Esto se correspondería con que la secuencia de corte se
parece bastante a la reconocida por las serin-proteasas de flavivirus, como se ha citado
anteriormente. Por lo tanto, muy probablemente, la ORE 14 codifica una serin-proteasa,
aunque se necesitan experimentos adicionales para confirmar esta observacion.
En la mayoría de los sistemas fágicos, existe un sistema dual de lisis en el que dos
proteínas, holina y enzima lítica, son las encargadas de producir la lisis de la bacteria
huésped para permitir la liberación de la progenie fágica. Los genes que codifican estas
proteínas se encuentran normalmente agrupados en el genoma del fago, siendo el gen de la
holina el que precede al de la enzima lítica, llegando a veces a solaparse el codón de
terminación de una con el de iniciación del otro (Young, 1992; Steiner y cols., 1993;
Birkeland, 1994; Ziermann y cok., 1994; Henrich y cok., 1995; Díaz y cols., 1996). No
obstante, hay algunas excepciones en las que estos genes se encuentran alejados entre sí en
el genoma como son los casos del fago T7, T3, b1iL67, PRD1 o Pl (Studier, 1972;
Miyazakiy cols., 1978; Schouler y cols., 1994; Bamford y cols., 1995; Schmidt y cols.,
1996) e incluso hay casos en los que se han propuesto dos genes codificantes de presuntas
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bolinas, uno que precede al gen de la enzima lítica y otro alejado en el genoma, como en el
fago c2. (Lubbers y cok., 1995) o el profago PBSX (Longchamp y cols., 1994). En los
ejemplos estudiados hasta ahora, la transcripción de estos genes se produce en la fase tardía,
con algunas excepciones como la lisozima de PEDí que se transcribe en la etapa final de los
genes tempranos (Bamford y cols., 1995), o la amidasa de T7 que es un gen de
transcripción media que se expresa junto con los genes relacionados con el metabolismo del
DNA, y que no parece ser necesario para la lisis del huésped (Studier, 1972).
Se ha demostrado que Cp-1 expresa una lisozima (Garcia y cols., 1987), producto
del gen 22 (cpu), pero también codifica una segunda proteína implicada en el proceso de
lisis, la holina, el producto del gen 21 (cphl). De forma similar a la mayoría de los sistemas
descritos, el gen cphl precede al de la lisozima, estando solapados el codón de terminación
de cph 1 con el de iniciación del gen cpU. Estos genes se transcriben en la fase tardia a partir
de dos promotores en tándem que preceden al gen cphl; además de este acoplamiento
transcripcional, la secuencia del genoma predice la existencia de una horquilla de
terminación de la transcripción en el extremo 3’ del gen cpll con un ¿NG de 20,3 kcallmol.
Esto indicaría la existenica de un mecanismo de regulación transcripcional conjunta, que
coordinaría, en el momento preciso, la acción de la holina y la subsiguiente liberación de la
enzima lítica hacia su sustrato en la pared celular. En el caso de PR!?1, en el que como se ha
citado el gen de la holina no precede al de la lisozima, sintetizándose la holina en tiempos
tardíos, esta disposición puede tener relación con una posible regulación de la lisis, porque
aunque el gen de la lisozima se exprese pronto hasta que no se exprese el de la holina no va
a poder producirse la lisis del huésped.
La regulación de los genes de holina puede también tener lugar a nivel
postraduccional pues, en algunos casos, se ha demostrado la existencia de un doble motivo
de inicio de la traducción que se refleja en la acción antagonista de las dos proteínas
sintetizadas siendo la de mayor tamaño inhibidora de la otra, que es la proteína letal. Por
tanto, en los casos en que no existe este motivo debe existir otro sistema para regular la
fUnción de estas proteínas letales. En este sentido, recientemente se ha descrito en el fago
Pl otra proteína distinta de la bolina, la antiholina, que funciona como inhibidora de ésta
(Schmidt y cok., 1996), y en el fago c2 se ha postulado la existencia de dos proteínas con
las características estructurales de las bolinas, una cuyo gen precede al de la enzima lítica
mientras el otro gen está alejado de los anteriores en el genoma (Lubbers y cols., 1995) y la
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expresión de ambas proteínas podría implicar, como en el caso de lambda, la existencia de
un mecanismo de regulación entre ambas proteínas.
Los experimentos de expresión de los genes de la holina y de la lisozima de Cp-1,
tanto en el sistema homólogo como en E. cotí, han demostrado que ambas proteinas ejercen
una función similar en las dos bacterias, si bien el comportamiento fisiológico y el resultado
final de ambos sistemas fue bastante diferente. Un primer factor que explicaría los distintos
efectos observados podría residir en la carencia de vectores con promotor regulable en
neumococo, lo que obliga a donar los genes líticos en unas condiciones especiales que
limiten en lo posible su expresión constitutiva. En este sentido, se ha conseguido la
viabilidad de clones de neumococo que expresan los genes de bolina y lisozima de Cp- 1,
mediante la eliminación de su propio promotor y bajo el control del promotor del gen de la
resistencia a Tc situado a 1,6 kb del extremo 5’ de la holina. Con estas precauciones, el
nivel de expresión de los genes líticos se reduce, aunque siguen notándose sus efectos pues
la viabilidad de neumococo disminuye en media unidad logarítmica en cuatro horas, cuando
sólo se expresa cphl, y cuando se expresan conjuntamente cphl y cpu desciende también
media unidad logarítmica a las dos horas, antes de que el cultivo comience a lisarse. El
efecto lítico sólo se observa, como era de esperar, cuando actúa la lisozima, aunque es
interesante señalar que la lisis se produce también con la sola expresión del gen de lisozima
sin intervención de la holina aunque, en este caso, el cultivo tarda seis horas en lisarse en
vez de cuatro (Romero y cols., 1993). Esto apuntarla a que la lisozima de Cp-l es capaz de
alcanzar el sustrato, es decir de traslocarse, sin necesidad de bolina, si bien la diferencia de
efectividad entre ambas situaciones podría explicarse por la formación de un “agujero” de
holina que aceleraría el paso de moléculas de lisozima con la consiguiente aceleración en la
lisis del cultivo. La posibilidad de que la lisozima se transloque sin péptido señal no sería
una propiedad peculiar de esta enzima pues ya se ha demostrado que la amidasa LytA es
también capaz de alcanzar la pared sin un aparente péptido señal (Diaz y cols., 1989). De
todas maneras, no es descartable que exista algún mecanismo particular de regulación en
neumococo sin contrapartida en E. cali. En esta última especie, la acción de los genes
líticos, una vez inducidos, es mucho más rápida y drástica que en neumococo, pues sólo con
la expresión del gen de la holina se produce una pérdida de viabilidad de dos unidades
logarítmicas en dos horas, mientras que la expresión de ambos genes produce un descenso
de dos unidades logarítmicas después de 90 mm antes de que el cultivo empieze a lisarse.
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En este último caso la mortalidad del cultivo iba acompañada de lisis. Este mismo
comportamiento, producto de la expresión de los dos genes líticos, se ha observado en E.
cok, cuando los genes de los Lagos 4>29, 4>LC3, Ud (Steiner y cols., 1993; Birkeland, 1994;
Diaz y cols., 1996) se han donado en este sistema. No obstante, en el caso del fago 4>adh,
cuando se expresan sus genes de holina y enzima lítica en E. cali, sólo se produce detención
del crecimiento del cultivo pero no lisis (Henrich y cols., 1995), lo que indica que no se
produce una lesión importante en la membrana ya que si se añade un agente desestabilizante
de la misma como el cloroformo, sí se produce la lisis del cultivo. Sin embargo, cuando se
expresa la bolina de 4>adh junto con la lisozima de 4>29, sí se produce la lisis del cultivo. Esto
sugiere que se requiere una señal adicional o algún otro mecanismo, ausente en E. coil, para
que la holina de 4>adh posibilite el tránsito de la enzima lítica a través de la membrana y, por
tanto, la regulación del proceso lítico mientras que en el sistema heterólogo estas
interacciones regulatorias no deben ocurrir.
La elucidación de las características bioquímicas y fisiológicas de las holinas
constituye uno de los grandes retos en la investigación actual sobre Lagos. Prueba de ello es
que la holina de lambda (producto del gen S) se viene estudiando hace muchos años y, hasta
la fecha, ha sido dificil su purificación y no ha sido posible el conocimiento detallado de su
anclaje topológico en la membrana. En este último caso, la visualización del “agujero” en la
membrana interna por medio de microscopia electrónica no ha sido posible, probablemente
debido a la alteración de las muestras durante su preparación para la observación
microscópica. Por tanto, la metodología seguida en esta Memoria para demostrar la
fUncionalidad de la holina en el sistema homólogo ha sido, por un lado, la evidencia de la
muerte de las células en cultivo y, por otro, la constatación de que las lesiones producidas
en la membrana son las responsables de la liberación al periplasma de una enzima de
localización exclusivamente citoplasmática como es la neumolisina (Johnson, 1977). Esta
liberación es limitada en el caso del clon con cphl, algo superior en el clon que posee
ambos genes, cphl y cpu y, en cualquier caso, claramente diferenciable del clon que sólo
lleva el plásmido vector.
Como se ha descrito en la Introducción, la actividad de las enzimas líticas del
sistema de neumococo requiere la presencia de colina en los ácidos teicoicos de la pared
celular (Hóltje y Tomasz, 1975a, b ;Romero y cols., 1990a, b; García y cols., 1990; Díaz y
cols., 1992a). Sin embargo, en esta Memoria se ha demostrado que Cpll y LytA son
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capaces de degradar paredes de bacterias Gram-negativas que carecen de colina (E. cali),
como recientemente se había observado para Ejí, la enzima lítica del fago EJ-1 de
neumococo (Díaz y cols., 1996). Estas cinéticas de degradación del sustrato observadas
podían reflejar diferencias en la unión de las enzimas a paredes con estructuras y
composiciones químicas diferentes que producen también diferencias en la eficiencia de
degradación de la pared. Por lo tanto, se puede concluir que Ejí, LytA, Cpll y,
probablemente, otras enzimas líticas de las paredes de neumococo, tienen una especificidad
de sustrato más amplia de lo que se pensaba, siendo capaces de atacar no sólo paredes que
contienen colina de bacterias Gram-positivas, £ pneumoniae, C. acetobutylicum (Croux y
cols., 1993b) y 5 orahs (Ronda y cols., 1988), sino también paredes de bacterias Gram-
negativas que no contienen colina ni ácidos teicoicos. Esta versatilidad funcional podría
explicarse en base a la poca complejidad estructuTal que presentan las paredes de las
bacterias Gram-negativas ya que, como se ha demostrado iii vitro, los fragmentos solubles
de pared de neumococo carentes de colina también son buenos sustratos para la amidas
LytA (García-Bustos y Tomasz, 1987).
Las autolisinas bacterianas deben etar estrictamente reguladas durante la
multiplicación celular. En el caso de la autolisina LytA, la regulación debe ser realizada
post-traducionalmente porque el gen lytA se expresa constitutivamente y no se aprecian
señales regulatorias en su unidad transcripcional (Díaz y García, 1990). La lisis de las
células de E. cali, cuando expresan conjuntamente el gen lytA y el de la holina de Cp- 1,
indica que el que se dispare la acción de la amidasa se debe a una lesión de la membrana
citoplasmática, lo que está de acuerdo con sugerencias previas que apuntaban que esta
estructura jugaba un papel importante en el control de la actividad de la proteína LytA,
tanto en E. cali como en neumococo (Díaz y cols., 1989, 1991). En concordancia con esto,
se ha observado la liberación al medio de cultivo de lípidos de membrana y de
macromoléculas que contienen colina antes de que se produzca la autolisis de los cultivos
de neumococo en la fase estacionaria (Waks y Tomasz, 1978) y la necesidad de una
membrana energizada para el control in vivo de la actividad de la autolisina en B. subtilis
(Jolliffe y cols., 1981). Ronda y cols. (1977) propusieron la participación de un producto
fágico en el disparo de la actividad de la autolisina de neumococo durante la liberación de la
progenie fágica y, por lo tanto, una proteína tipo holina sensible al estado fisiológico de la
célula que tendría una función análoga a los genes asesinos Gef a Relf (Poulsen y cols.,
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1989) en E. cali podría ser la responsable del disparo de la actividad de la autolisina LytA.
Un candidato hipotético para este gen podría ser el gen cid (Moreillon y cols., 1990).
Los genes de las enzimas líticas de los fagos Tuc2009, mvi, •adh, entre otros,
(Arent y cols., 1994; Boizet y cols., 1990; Henrich y cols., 1995) presentan una alta
similitud con la de los fagos Cps. Por el contrario, los genes que codifican las holinas en
estos sistemas no muestran similitudes significativas con la del fago Cp-1. Esta última
observación se corresponde con los datos recogidos por Young y BI&si (1995) en su
reciente revisión. Estas datos sugieren que tales genes han evolucionado
independientemente, como sucede en la evolución de estos genes en el fago lambda (Young,
1992) en donde cada región codificante define una unidad de intercambio. El análisis de la
secuencias de los genes cphl y cpu revela diferente uso de codones principalmente para
gín, phe, ser y asn, lo que refuerza la idea de que los dos elementos del sistema de lisis
deben haber evolucionado separadamente, como ya se ha sugerido para otros sistemas
líticos de fagos como 4>LC3 (Birkeland y cols., 1994) o EJ-1 (Díaz y cols., 1996). Por otro
lado, a medida que se van secuenciando nuevos genomas fágicos van apareciendo genes que
codifican presuntas holinas, que presentan grandes diferencias en sus secuencias pero
mantienen la uniformidad en términos estructurales en lo que se refiere a la disposición de
los residuos hidrofóbicos, hidrofilicos y cargados. Esto sugiere que los genes de las holinas
de los diferentes fagos han evolucionado a partir de origenes múltiples hacia una nnsma
solución fUncional para determinar el momento exacto en el que la enzima lítica de los fagos
se tiene que liberar al periplasma para permitir la liberación de la progenie fágica. La
extremada divergencia de secuencias entre las holinas debe reflejar requerimientos no
estrictos a nivel de estructura primaria. No obstante, observaciones recientes muestran que
la holina de EJ-1 sí presenta, a nivel de secuencia de aminoácidos, similitud (alrededor de un
50% de identidad) con las holinas propuestas para los fagos 4>LC3, Tuc2009, 4>11 y el fago
atemperado 392-A2 de Lactacaccus casel (Arent y cols., 1994; Young y Blási, 1995; Díaz
y cols., 1996; Herrero y cols., 1996), y también se encuentran similitudes a este nivel entre
la holina de lambda y P22 (Young y Blási, 1995), lo que de algún modo introduce un
elemento de duda sobre el origen evolutivo de las holinas y proporcionan una nueva luz de
análisis funcional de estas proteínas basadas en la similitud de las estructuras primarias.
Por último, puesto que la función de la holina parece ser la de permitir el paso de la
enzima lítica al periplasma por medio de una lesión inespecífica en la membrana plasmática,
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permitiéndo la liberación de componentes celulares, se puede sugerir que la holina puede
tener una potencial aplicación en biotecnología para posibilitar la liberación de las proteínas
no secretadas producidas por medio de la tecnología del DNA recombinante así como para
su utilización en sistemas suicidas diseñados para la contención biológica.
3. MECANISMO DE INICIACIÓN DE LA REPLICACIÓN
El primer paso que tiene lugar durante la replicación del DNA tanto en replicones
eucarióticos como procarióticos, es el desenrollamiento de la doble hélice del DNA en los
orígenes de replicación para permitir la entrada de la maquinaria replicativa. Este hecho
también se produce en los genomas lineales que tienen TP unida covalentemente a sus
extremos y en este caso, ciertas proteínas de unión específica a DNA, como la proteína p6
en 4>29 (Serrano y cols., 1990, 1993) o la proteína DBP de adenovirus (Stuvier y cols.,
1992), parecen promover el desenrollamiento de los extremos del DNA. Después, los
factores directamente implicados en la catálisis del paso de iniciación deben reconocer el
origen monocatenario. De acuerdo con este modelo, hemos encontrado que extractos
solubles parcialmente purificados de £ pneumaniae infectados con el bacteriófago Cp- 1
pueden llevar a cabo la iniciación de la replicación de moldes de cadena simple, utilizando
como cebador de la reacción, un residuo 3’-OH libre de una treonina de la TP. La iniciación
de la replicación con TP sobre oligonucleótidos de cadena simple ya ha sido descrita en
otros sistemas como 4>29, PRD1 y en diferentes tipos de adenovirus (Méndez y cols., 1992;
Caldentey y cols., 1993; Dobbs y cols, 1990; King y Van der Vliet, 1994).
El análisis mutacional de los extremos de Cp-1 usando oligonucleótidos sintéticos
reveló que una de las tres timinas terminales (especialmente la segunda) disminuye
fuertemente la eficiencia de iniciación. Por consiguiente, esas timinas deben de ser parte de
una secuencia específica de DNA responsable del reconocimiento del molde en el origen de
replicación abierto por el complejo TP-DNA polimerasa. El hecho de que las proteínas de
Cp- 1 sean activas sobre moléculas de DNA correspondientes a los extremos del DNA de
4>29 se puede explicar por la gran similitud existente entre las secuencias de los extremos de
ambos fagos (Figura 30A). Teniendo en cuenta que 6 de los 8 nt primeros son idénticos
entre ambos sistemas, es lógico pensar que esta pequeña región de DNA esté implicada en
la interacción con el complejo TP-DNA polimerasa. La distancia precisa de esta secuencia
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específica al extremo 3’ debe ser crítica para el reconocimiento del origen, tal y como
sugiere el hecho de la extremadamente baja eficiencia de iniciación observada en las
moléculas de DNA de Cp-I que carecen de la T terminal. Estas conclusiones concuerdan
esencialmente con las propuestas para la replicación en el caso de adenovirus tipo 2 (Dobbs
y cols., 1990) y PRD1 (Yoo e Ito, 199 la, b) puesto que mutaciones en varias posiciones
cercanas al extremo disminuyen o anulan totalmente la eficiencia de iniciacion.
Los resultados obtenidos en nuestro trabajo indican que la iniciación de la
replicación de Cp- 1 está dirigida por el tercer nt del DNA y que se recuperan los dos
primeros nucleótidos durante los primeros pasos de elongación. Aunque una secuencia
específica de DNA puede jugar algún papel en el reconocimiento del origen, la selección del
sitio de iniciación parece estar impuesta por el complejo TP-DNA polimerasa,
independientemente de la secuencia implicada. Esta hipótesis se apoya en el hecho de que
las proteínas de Cp-1 también inician en tercera posición utilizando como moldes moléculas
de DNA correspondientes a los orígenes de 4>29 o a los origenes de Cp-1 que carecen de
una de las tres timinas terminales. La iniciación interna en genomas con TP fUe descrita por
primera vez en la replicación del fago 4>29 (Méndez y cols., 1992). El DNA de 4>29 contiene
una reiteración de tres timinas en sus dos extremos 3’, y la formación del complejo TP-
dAMIP es dirigida por el segundo nucleótido. Sin embargo, el primer nucleótido se recupera
durante la elongación, pero se necesita una reiteración de al menos dos timinas en los
extremos 3’ para que la replicación sea eficiente. Todos estos datos sugirieron que el
complejo de iniciación TP-dAMP se deslizaría hacia atrás para situar el residuo dAMP
frente a la primera T del molde. El hecho de que todos los genomas con TP tengan algún
tipo de reiteración en los extremos de sus DNAs llevó a proponer que la iniciación interna y
el consiguiente deslizamiento hacia atrás o “sliding-back” es un mecanismo común a todos
los genomas que usan el sistema de “protein-priming” para la iniciación de la replicación
(Méndez y cols., 1992).
En los últimos años, esta predicción se ha demostrado en varios sistemas. El análisis
mutacional del origen del fago PRDI (cuya reiteración consiste en cuatro cicteinas)
demostró que la sustitución de la primera, segunda, o tercera C no elimina la formación del
complejo TP-dGMP (Yoo e Ito, 1991b). Caldentey y cols. (1993) demostraron que la
Iniciación es dirigida por la cuarta C, y se propuso la recuperación de la secuencia de los
extremos del DNA por medio de pasos sucesivos de translocación hacia atrás. No obstante,
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no se consiguieron pruebas directas que demostraran la existencia de estos sucesivos pasos,
ya que la DNA polimerasa no elonga in viti-o los oligonucleótidos de cadena simple. Por
otra parte, en muchos serotipos de adenovirus, la reiteración terminal consiste en la
repetición de un trinucleótido (3 ‘-GTAGTA). El análisis mutacional del adenovirus tipo 4
reveló que la sustitución simultánea de la cuarta y la séptima O del molde impide
completamente la formación del complejo TP-dCTP (Harris y Hay, 1988). Un análisis
similar en adenovirus tipo 2 mostró que la sustitución de la primera O no afecta a la
formación de dicho complejo, mientras que una sustitución adicional en la cuarta O, lo
inhibe (Dobbs y cols., 1990). Además, recientemente, King y Van der Vliet (1994) han
demostrado que el intermedio de replicación de adenovirus TP-CAT se sintetiza usando
como molde el trinucleótído OTA en las posiciones 4-6, y el complejo TP-CAT “salta”
hacia las posiciones 1-3 del molde para comenzar la elongación. Esta variación del
mecanismo de “sliding-back” llamada “jumping-back” permite la regeneración in vítro de
deleciones de uno o dos nucleótidos de los extremos del DNA.
Después de la iniciación en el tercer nucleótido, hay dos posibilidades para explicar
la recuperación de los extremos del DNA de Cp- 1: o dos pasos sucesivos de “sliding-back”
o un simple salto de la tercera a la primera posición. En ambos casos, el complejo DNA
polimarasa-TP que sirve como cebador debe reconocer el origen, situando la tercera T del
molde frente al sitio de unión a dNTPs de la DNA polimerasa. Entonces, el dATP sería
seleccionado como sustrato para catalizar la formación de TP-dAMP. En el modelo de
“sliding-back” paso a paso (Figura 34A), la entrada de una segunda molécula de dAMP
debería estar acoplada a la traslocación de TP-dAMP una posición más atrás en el molde,
situandose el dAMP inicial frente a segunda T del molde. De la misma manera, la
incorporación de la tercera molécula de dAMP, ocurriría acoplada a la traslocación del
producto TP-(dAMP)2, completamente emparejada con el extremo del DNA. Después de
estos pasos especiales de traslocación, tendría lugar el proceso normal de elongación. Este
doble paso de “sliding-back” podría explicar que los moldes con mutaciones en la primera o
tercera Timinas no fueran completamente replicados (Figura 34C). Aunque el
oligonucleótido ori(29) TiC puede ser un eficiente molde para la iniciación, solo un paso de
“sliding-back” puede ocurrir sin que se produzcan desapareamientos. Entonces, o bien el
complejo TP-AA se disocia de la cadena molde en el segundo “sliding-back” o bien la
elongación se produce sin la recuperación del nucícótido terminal. En el caso del
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oligonucleótido ori(29) T3C, incluso la primera traslocación seria incorrecta en el
apareamiento de bases y las moléculas eventualmente replicadas carecerían de los dos
nucleótidos terminales. En ambos casos, estas moléculas de DNA con reiteraciones
terminales incompletas no se utilizarán eficientemente en el nuevo ciclo de replicación
(como se deduce de la extremada baja eficiencia de iniciación detectada con el
oligonucleótido ATt, que carece de la T terminal).
Por otra parte, la posibilidad de un único salto hacia atrás desde la tercera a la
primera T del molde (Figura 34B) no puede ser excluida, y de hecho podría explicar el
curioso resultado en el que los productos de replicación del oligonucleótido ori(29) T2C
fUeron similares en longitud a los obtenidos con la secuencia salvaje (Figura 34C). En
particular, la mutación T2C en el extremo del DNA de Cp-1 produce la repetición de un
dinucleótido (3’- TUTU...) que podría facilitar un paso de preelongación y el consecuente
“jumping-back” del intermedio TP-AG, de manera similar al mecanismo de adenovirus
(Figura 34C).
Los datos presentados indican que el sistema es lo suficientemente flexible para
permitir tanto el “sliding-back” paso a paso como el “jumping-back”, y parece dificil
predecir qué mecanismo prefiere el origen salvaje. Sin embargo, dos diferentes argumentos
nos conducen a favor del modelo del “sliding-back” paso a paso. Primero, la iniciación en la
tercera posición del DNA podría ser una consecuencia de una incapacidad estructural de la
DNA polimerasa de Cp-l para usar como molde el primer y segundo nucleótido terminal.
La clave del hecho del modelo de “sliding-back” paso a paso es que sólo la tercera T es
requerida para dirigir la incorporación de los tres residuos dAMP consecutivos, mientras
que en el modelo de “jumping-back” se requiriría un uso eficiente de ambos, del segundo y
del tercer nucleótido como molde. La segunda razón proviene del hecho de que el modelo
de “sliding-back” paso a paso podría contribuir a la fidelidad de la replicación de los
extremos del DNA de Cp-1, puesto que los nucleótidos unidos a la TP en la reacción de
iniciación serían comprobados por apareamiento de bases durante los dos pasos de
traslocación. Por el contrario, el mecanismo de “jumping-back”, que implica traslocación
directa del tercer al primer nucleótido, podría aumentar la fijación de errores en el segundo
nucleótido.
La iniciación de la replicación del DNA de los fagos con IP puede considerarse un
paso de alto riesgo pue, al menos en el caso de 4>29 la DNA polimerasa comete muchos más
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errores en la inserción de dNMPs a la TP que en un paso normal de elongación, es decir,
cataliza la inserción TP-dAMP con baja fidelidad y además, la actividad exonucleasa 3’—>5’
de la DNA polimerasa no puede actuar sobre el primer nucleótido unido a la TP (Esteban y
cols., 1993). Por esta razón cabria esperar una alta frecuencia de mutación en el extremo del
DNA. Sin embargo, tanto 4>29 como los fagos relacionados mantienen la misma secuencia
invariable: 3’-TTTCAT, por lo que, en este caso el “sliding-back” provee un paso no
exonucleolítico para la fidelidad de la iniciación (Méndez y cols., 1992; Blasco y cols.,
1992; Salas y cols., 1992). En resumen, la replicación del DNA de Cp-1 presenta las
ventajas de un mecanismo sofisticado de transición entre la iniciación por “protein-priming”
y una elongación normal que contribuye de manera no exonucleolitica a prevenir las
mutaciones en alguno de los tres nucleótidos terminales situados en el origen de replicación.
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De los resultados presentados en esta Memoria se pueden deducir las siguientes
conclusiones:
1.- El genoma del bacteriófago Cp-l de £ pneumoniae contiene 19.345 pb y el análisis de
su secuencia revela la existencia de 29 marcos abiertos de lectura, 23 en la cadena superior
y las 6 restantes en la inferior.
2.- El análisis comparativo de las secuencias de aminoácidos deducidas de las OREs muestra
que 10 proteínas del fago Cp-I son similares a las del fago 4>29 con una identidad de
alrededor del 28%, que alcanza aproximadamente un 80% de similitud cuando también se
consideran los aminoácidos conservativos.
3.- Se ha elaborado el mapa de transcripción del fago Cp-1, comprobándose que los RNAs
transcritos tempranamente estan localizados en los extremos del genoma, mientras los
tardíos se sitúan en la parte central. Entre los genes caracterizados como tempranos se han
localizado los que codifican la TP y la DNA polimerasa, en tanto que entre los tardíos se
encuentran los que codifican las proteínas morfogenéticas y las proteínas implicadas en la
lisis.
4.- Se han caracterizado en el genoma de Cp-1 quince regiones promotoras, cuatro de ellas
en tándem. Los genes tempranos inician la transcripción a partir de tres sitios diferentes
mientras las otras siete regiones promotoras son responsables de la transcripción de los
genes tardíos.
5.- Se ha demostrado la existencia de una región promotora situada en el extremo derecho
del genoma, orientada en dirección hacia el extremo del genoma que sintetiza un RNA
pequeño, implicado, probablemente, en el empaquetamiento del DNA.
6.- Se han donado y expresado en E. cali trece ORFs del genoma de Cp- 1, entre las que se
encuentran las que codifican la DNA polimerasa, la TP, la proteína mayoritaria de la cabeza,
el conector, la cola, la holina y la lisozima.
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‘7.- La proteína mayoritaria de la cabeza se procesa por su extremo N-terminal, para formar
la cápsida del virión.
8.- La proteasa responsable del procesamiento de la proteína mayoritaria de la cabeza de
Cp-1 está codificada por el fago. Nuestros datos sugieren que la ORF14 sintetiza esta
proteasa.
9.- La expresión de la holina de Cp-1, tanto en E. cali como en neumococo, provoca una
alta tasa de mortalidad en los cultivos, pero no va acompañada de lisis celular.
10.- La expresión conjunta de los genes que codifican la holina y la lisozima de Cp-1, en E.
colí y en neumococo, conduce a la lisis celular.
11.- La iniciación de la replicación del DNA de Cp-1 está dirigida por el tercer nucleótido
del genoma y las dos primeras bases se recuperan durante el proceso de replicación,
mediante dos pasos consecutivos de deslizamiento hacia atrás o mecanismo de “sliding-
back”.
12.- La especificidad del nucícótido que inicia la replicación viene dada por las
características propias de la DNA polimerasa y la IP de Cp- 1 y no por la secuencia del
DNA que se replica.
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